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RESUMEN

Las plantas son la principal fuente de compuestos farmacolégicamente activos, el
interés por el estudio fitoquimico de plantas tradicionalmente utilizadas con fines
medicinales continta en aumento. En el presente documento se muestra el desarrollo de
un estudio cuyo objetivo fue el aislamiento, purificacion y caracterizacion estructural de
compuestos obtenidos a partir del extracto hexanico de la raiz de S. brandegeei, la
evaluacion de su capacidad antioxidante y su potencial para la inhibicién de la enzima

acetilcolinesterasa.

La introduccion destaca la importancia de las plantas medicinales a lo largo de la
historia, la evolucion de su uso con fines terapéuticos, su papel en el folklor de distintas
culturas, asi como su importancia en la farmacoterapia actual. De igual manera, se ilustra
el papel de especies del género Salvia en las distintas farmacopeas. Posteriormente se
presenta una primera parte de este trabajo, dedicada al rastreo, aislamiento, purificacion
y elucidacion de productos naturales mayoritarios de la fraccion hexanica de la raiz de
S. brandegeei. Dos compuestos mayoritarios de tipo Tanshinona, Tanshinona IlIA y
Criptotanshinona, asi como el compuesto B-sitosterol, fueron aislados y caracterizados
mediante las técnicas analiticas de espectrometria de masas y resonancia magnética

nuclear.

En la segunda parte, se detallan los ensayos quimiobioldgicos que permitieron la
evaluacion in vitro de capacidades antioxidante y anti enzimética exhibidas por las
fracciones generadas a partir del extracto hexanico. Las fracciones mas apolares
mostraron un mejor perfil inhibitorio de acetilcolinesterasa y una mejor capacidad
antioxidante segun la técnica de ABTS, mientras que los compuestos de con mayor
polaridad presentes en la fraccion hexanica se desempefiaron como mejores

antioxidantes en las técnicas de DPPH y B-caroteno.

Por dltimo, se presentan las conclusiones que se generaron a partir de los

resultados obtenidos en este trabajo.
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INTRODUCCION

El uso de plantas con el propdsito de aliviar padecimientos es tan antiguo como la
humanidad. El posible empleo de plantas con compuestos bioactivos en la prehistoria ha
sido discutido entre antropdlogos y arquedlogos; con pocas evidencias sustentables
disponibles, se plantea la posibilidad del uso a prueba y error de plantas con fines
medicinales y de conservacion de alimentos por parte de las tribus némadas. Algunas
evidencias que sustentan estas teorias es la presencia de residuos de manzanilla y flor
de la pluma (Achillea millefolium) en molares de neandertales (230 000 a 24 000 a.C.),
ambas flores de gusto muy amargo para ser comidas y con propiedades para tratar
padecimientos estomacales (Hardy, et al., 2018). Otra prueba relevante fue el hallazgo
de un “botiquin” entre las pertenencias de Otzi “el hombre de hielo” (3300 a.C.)
conteniendo mas de diez productos vegetales y flngicos con propiedades curativas,
incluyendo dosis medidas del hongo Piptoporus betulinus, que posee propiedades
antiparasitarias que, de acuerdo con la autopsia, aquejaban a este hombre de la Edad
de Bronce; estos descubrimientos parecen indicar que el hombre prehistérico estaba
consciente de la relacion entre el consumo de hongos y plantas y la disminucién de

molestias y enfermedades (Archeological Institute of America, 2018; Wilford, 1998).

Fig. 1. Presencia de residuos de plantas medicinales en la placa de los molares de

fésiles de Neandertales como evidencia del uso de fitoterapia.



https://www.nytimes.com/by/john-noble-wilford
https://www.google.com.mx/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=imgres&cd=&cad=rja&uact=8&ved=2ahUKEwifzvbU1sjgAhUkrlQKHXHtDsEQjRx6BAgBEAU&url=https%3A%2F%2Fwww.nature.com%2Fnews%2Fneanderthal-tooth-plaque-hints-at-meals-and-kisses-1.21593&psig=AOvVaw2KoMF_6oOI6PUUgHzEJ20Y&ust=1550695936039431

Desde los inicios de la comunicacion escrita, se ha documentado el uso de hierbas
para el tratamiento de dolencias y afecciones; ya sean pociones, ungientos, aceites o
remedios, los humanos hemos tenido, desde nuestros inicios, una estrecha relacion con
los productos naturales. Los primeros registros de uso humano de productos naturales
datan de alrededor del afio 2600 a.C., lapidas de arcilla sumerias en escritura cuneiforme
detallan el uso de aceite obtenido de ciprés para tratar tos, resfriados e inflamacién (Dias,
et al., 2012), asi como 12 recetas para la preparacion de medicamentos utilizando mas
de 250 plantas diferentes, incluyendo la amapola y mandragora, ambas con contenido
de alcaloides (Petrovska, 2012).

Fig. 2. 1zg. Las lapidas de arcilla sumerias (2600 a.C.), consideradas los registros medicinales mas

antiguos. Fuente: Samuel N. Kramer. Der. Tratamiento de un paciente.

Las civilizaciones antiguas plasmaron sus conocimientos sobre plantas
medicinales en una serie de textos, como el libro chino “Pen T'Sao” (2500 a.C.) sobre
raices y hierbas utilizadas hasta el dia de hoy como remedios medicinales, incluyendo
ginseng, canela, y efedra. El papiro de Ebers, escrito en Egipto alrededor del afio 1550
a.C., es un compendio de 800 medicamentos a base de cerca de 700 plantas, entre las

gue destacan el aceite de ricino y el aloe.

Por parte de la civilizacion griega, resaltan los trabajos de Hipocrates (459-370

a.C.) sobre la clasificacion de plantas medicinales segun su efecto farmacoldgico, y la
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coleccién de medicinas herbales “De Materia Medica” del médico Dioscérides, “padre de
la farmacognosia” (afio 100), que detall6 el modo de recoleccion, preparacion medicinal,
y almacenamiento adecuado de cerca de 657 especies vegetales, y que sento las bases

de la farmacologia europea hasta finales de la Edad Media.

Contemporaneo de Dioscorides, el romano Plinio el Viejo (afio 79) escribié un
compendio detallado de 1000 plantas medicinales en su libro “Historia naturalis”. El
farmacista romano mas prominente fue Galeno (131-200), quien compilé una lista de

drogas con accion paralela.
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Fig. 3. Los trabajos “De Materia Medica” de Dioscorides (izq.) e “Historia
Naturalis” de Plinio el viejo (der.) incorporan todo el conocimiento de

esa época sobre plantas medicinales.

En el siglo VIl los pueblos eslavos utilizaban diversas plantas aromaticas,
incluyendo a Rosmarinus officinalis y Lavandula officinalis, para controlar insectos como
mosquitos, pulgas, polillas, y arafias (Dias, et al., 2012; Jamshidi-Kia, et al., 2018;
Petrovska, 2012).

Las culturas Mesoamericanas desarrollaron una vasta farmacopea. El uso de

medicamentos elaborados a partir de plantas, minerales, y animales, quedd plasmado
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en documentos como el Cddice de la Cruz-Badiano, que refiere 227 plantas medicinales
y los padecimientos tratados por ellas (Halberstein, 2005; Viesca, C. & Ramos de Viesca,
M., 2012).

En el s.XIX se da un gran paso en materia de aislamiento de productos naturales
cuando Friederich W. Sertlrner separd exitosamente una sustancia cristalina del latex
del opio (Papaver somniferum), a la que llamo6 morfina; si bien, el opio ya habia sido
empleado por la humanidad durante varios siglos como analgésico, la identificacion del
compuesto activo permitié establecer dosis terapéuticas de un compuesto definido
(Klockgether-Radke, 2002). Actualmente, casi todas las farmacopeas prescriben
medicamentos herbolarios de valor medicinal real; las fitopreparaciones presentan

compuestos definidos, con accién verificada y eficiencia terapéutica.

Las plantas del género Salvia han sido utilizadas tradicionalmente como remedios
para diversos padecimientos. Salvia officinalis, fue ampliamente utilizada en la zona
mediterranea como diurético, anestésico local, y tratamiento para disenteria (Kintzios,
2000). En Latinoamérica, se conoce su uso como tratamiento para desordenes de
diferentes clases, incluyendo Ulceras, convulsiones, gota, padecimientos inflamatorios,
mareos, entre otros; en la medicina tradicional europea, se emplea como tratamiento
para la dispepsia, sudoracién excesiva, desordenes cognitivos derivados de la edad, e

inflamacion cutanea (Ghorbani, 2017).

En la medicina tradicional china, el rizoma de Salvia
miltiorrhiza Bunge, conocido como Danshen, ha sido
utilizada como tratamiento preventivo o terapéutico para
aliviar padecimientos como: enfermedades coronarias y
vasculares, derrames cerebrales, hiperlipidemia,

endangitis, artritis y hepatitis (Zhou, 2005). La férmula

medicinal Fufang Danshen, que tiene como ingrediente

principal la raiz de S. miltiorrhiza, ha completado la Fase |l Fig. 4. Raiz de Salvia
miltiorrhiza Bunge.
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de ensayos clinicos en Estados Unidos de América para la evaluacion de la seguridad y
eficacia como medicamento en pacientes con angina de pecho (nium. NCT00797953)

(U.S. National Library of Medicine, actualizacion 2012).

Entre los principales compuestos bioactivos identificados en Danshen, se
encuentran las Tanshinonas, una clase de diterpenos de tipo abietano aislados por
primera vez por Nakao y colaboradores en la década de 1930 (Nakao, et al., 1934).
Clasificados como hidrofilicos y lipofilicos, son los metabolitos de la segunda categoria
los de gran interés: la Criptotanshinona, Tanshinona IIA, Tanshinona |,
Dehidrotanshinona |, Isotanshinona |, Tanshinona I1IB, Metiltanshinona,
Isocriptotanshinona | y Il, entre otras, han sido reportados como agentes altamente
citotoxicos, anti agregantes plaquetarios, antinflamatorios y cardioprotectores (Zhou,
2005).

México es considerado como un pais megadiverso, con aproximadamente 300
especies, 85% de las cuales son endémicas. Salvia es el segundo género mas diverso
en la Republica Mexicana con 292 especies, y al menos 12 son consideradas endémicas
y/o nativas de la regién de Baja California (Villasefior, 2004).

Existen registros de usos tradicionales de la vegetacion Unica de Baja California
por parte de los grupos indigenas de la region, con relacion a sus propiedades curativas
(Gobierno de B.C, 2015) y diversas publicaciones sobre metabolitos altamente bioactivos
en el género Salvia, sin embargo, son pocos los reportes sobre el estudio y la
caracterizacion fitoquimica de las especies de salvias de la region norte de Baja
California (Gonzalez, et al., 1990; Gonzalez, et al., 1991; Luis & Grillo, 1993).

El interés en la utilizacion de plantas con propdsitos medicinales, cosméticos y
agricolas ha incrementado en los ultimos afios, sin embargo, no todos los productos

naturales son inocuos, y si bien las referencias etnobotanicas son un indicador




generalmente confiable sobre la seguridad de ciertas plantas, un estudio sistematizado
y cientifico es indispensable para el uso seguro de productos naturales.




OBJETIVOS




OBJETIVO GENERAL

Evaluar la actividad enzimética colinesterasa y antioxidante del

extracto hexanico de Salvia brandegeei.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Obtener extractos de distinta polaridade mediante procedimientos de

solubilidad diferencial.

- Determinar el perfil antioxidante de los extractos de S. brandegeei mediante

las técnicas de DPPH, ABTS, y B-caroteno.

- Evaluar la actividad enzimatica colinesterasa del extracto hexanico y sus

reuniones.

- Aislar y caracterizar estructuralmente los metabolitos secundarios

utilizando métodos espectroscépicos (RMN) y espectrométricos (EM).




HIPOTESIS
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HIPOTESIS

Los componentes del extracto hexanico de la raiz de S. brandegeei
presentan un perfil bioactivo antioxidante e inhibidor de acetilcolinesterasa.
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CAPITULO 1

ESTUDIO FITOQUIMICO DE LA RAIZ DE

Salvia brandegeei
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GENERALIDADES
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GENERALIDADES

Aspectos generales del género Salvia

Familia Lamiaceae

Lamiaceae (antes Labiatae) es una familia
de plantas florales perteneciente al orden de los
Lamiales (Cronquist, 1981), caracterizada por
plantas frecuentemente aromaticas de uso
amplio como hierbas culinarias, decorativas, y
medicinales (Raja, 2012), esta constituida
actualmente por 240 géneros y 7200 especies
taxonomicamente admitidas, distribuidas en
zonas tropicales a templadas alrededor del
mundo, con excepcion de las regiones mas frias
(Harley, 2012).

En su mayoria, los miembros de la familia
Lamiaceae son hierbas perennes, generalmente
poseen hojas dentadas e inflorescencias

terminales o laterales, de aspecto espigado, y

osmarings officinalis L.

Fig. 5. Bosquejo botanico de Rosmarinus
officinalis L. (Lamiaceae)

flores de estilo ginobéasico (Berry, 2018; Fernandez & Rivera, 2006); crecen a manera de

arbusto, arboles, o trepadoras, de facil cultivo y propagacion por esquejes (Raja, 2012).

Provistas de glandulas secretoras de aceites esenciales, distribuidas por toda la planta

(Fernandez & Rivera, 2006), son frecuentemente aromaticas en su totalidad, por lo que

son comunmente conocidas hierbas de uso culinario, destacando la albahaca, menta,
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romero, lavanda, orégano, mejorana, entre otras, y semillas como la chia (Salvia

hispanica).
Tabla 1. Caracteristicas de los miembros de la familia Lamiaceae.
Taxonomia
Division Spermatophyta
Subdivision Angiospermae
Clase Dicotyledoneae
Subclase Gamopetalae
Serie Bicarpelar
Orden Lamiales
Familia Lamiaceae

Caracteristicas vegetales

Porte Generalmente hierbas y arbustos, algunos
arboles

Tallo Herbéaceo, cuadrangulares

Raiz Pivotante

Hojas Simples, opuestas o0 decusadas, sésiles o

pecioladas, sin estipulas

Caracteristicas de la flor

Inflorescencia Verticilada

Flor Hermafrodita, zigomorfa
Céliz Bilabiado, gamosépalo
Androceo Cuatro estambres, didinamos
Gineceo Bicarpelar, con cuatro 6évulos
Semilla Solitaria

Fuente: Cabral, 2010; Martinez-Gordillo, et al., 2013; Raja, 2012.
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El estudio de plantas de la familia Lamiaceae ha generado un gran interés en los
ultimos afos, pues se ha reportado la presencia de compuestos con amplia actividad
biologica importante, incluyendo su potencial como bioinsecticida, bactericida, fungicida,
y actividades farmacologicas, desde la antioxidante, hasta potenciales tratamientos

cardioprotectores, antidepresivos, ansioliticos, y antitumorales (Di Sapio, 2012,

Ferndndez & Rivera, 2006; Martinez-Vazquez, et al., 2012; Ye, et al., 2017).

Tabla 2. Algunas variedades de importancia culinaria y medicinal de la familia Lamiaceae

Nombre de la Parte Fuente bioldgica Constituyente Usos comulnes
droga/ planta empleadade guimico

la planta
Tulsi Hojas frescas Ocimum sanctum Aceite esencial, Agente
(albahaca eucaliptol saborizante,
sagrada) expectorante
Menta Hojas y flores Mentha piperita Mentol, limoneno Agente
(peppermint) frescas saborizante,

descongestionante

Tomillo

Hojas y flores

secas

Thymus vulgaries

Thymus zyqgis

Timol, carvacrol, a

y B terpineno

Agente saborizante

Menta verde  Parte aérea Mentha spicata Carvona, Agente saborizante
(spearmint) fresca de la Mentha cardiaca eucaliptol
planta en
floracién
Céleos Raiz seca Coleus forskohlii Forskolina, Uso terapéutico
coleonol-B, como vasodilatador
coleonol-C, y

desoxicoleonol

cardioestimulante,
tratamiento para el

glaucoma.

Fuente: Raja, 2012.
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En la Republica Mexicana, Lamiaceae es una de las familias mas diversas y
abundantes, con 598 especies listadas, pertenecientes a 33 géneros, que representan el
8.23% de las especies y 13.55% de los géneros del mundo, con un endemismo de 66.2%
(396 especies), siendo Baja California y Chiapas, los estados con mayor presencia de
especies exclusivas, es decir, que crecen en un solo estado, aunque no sean
endémicas.(Martinez-Gordillo, et al., 2013; Martinez Gordillo, et al., 2017)

Fig. 6. Mentha aquatica, planta perenne de la

familia Lamiaceae. Fuente: Carl Farmer (2002)

Salvia brandegeei

Salvia L., es el género mas grande de la familia Lamiaceae, con cerca de 1000

especies distribuidas de manera cosmopolita (Walker, 2004), cuyo crecimiento es
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favorecido en el clima mediterraneo (Martinez-Gordillo, et al., 2017), siendo las regiones
de mayor abundancia Centro y Sudamérica (500 especies), el oeste de Asia (200

especies), y el este de Asia (100 especies) (Ozler, et al., 2011).

Las especies de salvia son hierbas perennes, de alturas entre 50 y 100 cm, con
raices lignificadas (Karamanos, 2000). Se distinguen del resto de las Lamiaceas por la
morfologia del androceo de sus flores, pues poseen dos estambres con una parte
superior en forma de palanca que favorece la adhesion del polen a la cabeza y patas de

los polinizadores (Cornejo-Tenorio & Ibarra-Manriquez, 2011).

Presenta hojas simples, pecioladas, opuestas y decusadas (Hernandez- Agero, et
al., 2002; Karamanos, 2000). Las flores coloridas, con tonalidades que varian desde el
rosa pélido hasta el azul intenso, son zigomorfas, pentdmeras, con caliz y corola
bilabiados (Cornejo-Tenorio & Ibarra-Manriquez, 2011; Hernandez- Agero, et al., 2002;
Rosua & Blanca, 1986).

Su periodo de floracion comprende los meses de marzo a julio, variaciones que
se dan de acuerdo con la especie, clima y altitud (Martinez-Gordillo, et al., 2017; Rosua
& Blanca, 1986).

Las plantas del género Salvia se dividen en cuatro subgéneros: Salvia, Leonia,
Sclarea y Calosphace, que a su vez son separados en secciones. Esta clasificacion
propuesta por George Bentham sigue siendo la mas aceptada y utilizada (El-Gazzar, et
al., 1968).

Salvia es el segundo género mas abundante en la Republica mexicana con 307
especies diferentes, 232 de las cuales son endémicas (Martinez-Gordillo, et al., 2013),
con la mayor diversidad observada en zonas montafiosas, principalmente del centro y
sur del pais, aunque también se encuentran presentes en regiones boscosas, desérticas

y semidesérticas de México (Cornejo-Tenorio & lbarra-Manriquez, 2011). La mayor
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diversidad de salvias en México, y en general en el continente americano, pertenecen al

subgénero Calosphace.

El norte de la peninsula de Baja California se caracteriza por sus condiciones
climatolégicas de tipo mediterraneo, con temperaturas templadas la mayor parte del afio,
y lluvias invernales, lo que favorece el crecimiento de especies vegetales nativas,

incluyendo por lo menos 12 especies del género Salvia (Villasefior, 2004).

Salvia brandegeei (Fig. 7) es un arbusto perenne perteneciente a la familia
Lamiaceae. Es nativa de las Islas del Canal, en California, y con distribucion limitada en

Baja California. En su habitat natural, estos arbustos pueden llegar a medir entre 1y 1.5

m de altura, y extenderse hasta 2 m de anchura.

Fig. 7. 1zq. Hoja de S. brandegeei. Der. Céliz violeta y pétalo palido caracteristicos

de la flor de S. brandegeei.
https://calphotos.berkeley.edu/cgi/img_guery?enlarge=0000+0000+0606+1205
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Presenta hojas texturizadas, de color verde oscuro, con longitudes que rondan
entre los 7 y 10 cm, y alrededor de 1cm de ancho. Sus flores son vistosas, de cerca de

1 cm, presentan pétalos de tonos lavanda palido, con un contrastante caliz violeta.

Se trata de una salvia muy resistente a la sequia, con predileccion por zonas
soleadas, cercanas a la region costera californiana (California Flora Nursery, 2019;
Calscape, 2019).

Fig. 8. Arbusto de S. brandegeei en su habitat natural en Islas del Canal.

https://calscape.org/Salvia-brandegeei-(Santa-Rosa-Island-Sage)?srchcr=sc58506f92e92be

Estudios fitoquimicos de las especies del género Salvia

El uso de especies de Salvia como hierbas farmacéuticas abarca una gran gama
de padecimientos que van desde molestias estomacales y dolores molares, hasta
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diabetes, hipertensién y enfermedades inflamatorias. También ha sido reportado su
empleo como expectorantes, ansioliticos, psicotrépicos, entre otros (Karamanos, 2000).
Dado el amplio uso medicinal de plantas del género Salvia alrededor del mundo, el

interés por su estudio ha generado multiples reportes sobre su composicion quimica.

Los componentes fitoquimicos mayoritarios en especies de Salvia incluyen a los
diterpenos, triterpenos, éacidos fendlicos, y flavonoides (Zhou, et al., 2009). Los
flavonoides, triterpenoides y monoterpenos se encuentran en mayor proporcion en la
parte aérea de estas plantas, principalmente en las flores y hojas. Los &cidos fendlicos y
diterpenos tienen una distribucion mas amplia en las raices (Xu, et al., 2018).

De la gran diversidad de salvias que existen, sélo una fraccion ha sido objeto de
estudios fitoquimicos. Las especies Salvian miltiorrhiza Bunge y Salvia officinalis han
generado el mayor numero de reportes sobre composicién quimica, debido al atractivo

generado por su amplio uso medicinal.

La raiz de Salvia milthiorrhiza B., como ocurre en la mayoria de las salvias chinas,
presenta una amplia diversificacién de diterpenos de esqueleto abietano, compuestos
gue han exhibido actividades biolégicas importantes, un ejemplo de ellas es el efecto
cardioprotector de Danshen, que es atribuido a los diterpenos abietanicos liposolubles,
conocidos como Tanshinonas (Xu, et al., 2018). Alrededor de 40 compuestos de esta
clasificacion han sido identificados en Danshen, incluyendo Criptotanshinona,
Tanshinona IlIA, Tanshinona |, Dehidrotanshinona, Isotanshinona |, Tanshinona IIB,
Metiltanshinona (Fig.9) entre otros, ademas de compuestos de estructura semejante, la
Tanshinolactona y Neo-tanshinolactona (Fig. 10). Dentro de los compuestos hidrofilicos
de Danshen, se encuentran el acido rosmarinico, acidos salvianolicos A, B, y C, entre
otros (Zhang, et al., 2012).
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Fig. 9. Algunas Tanshinonas identificadas en Danshen. a) Criptotanshinona, b) Tanshinona IIA,

¢) Tanshinona I, d) Dehidrotanshinona, e) Tanshinona IIB.

Fig. 10. a) Tanshinolactona, b) Neo-tanshinolactona
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Salvia officinalis (fig. 11), por su parte, presenta una composicion
considerablemente conocida, con un vasto numero de compuestos identificados,
incluyendo alcaloides, glicésidos, compuestos fendlicos, esteroides, y terpenoides. Del
aceite esencial de esta salvia, han sido caracterizados 120 compuestos diferentes,
incluyendo una variedad de terpenoides como el alcanfor, cariofileno, pineno, y tujona
(Ghorbani, et al., 2017).

Fig. 11. Salvia comun (Salvia officinalis).

http://www.missouribotanicalgarden.org/PlantFinder/PlantFinderDetails.aspx?taxonid=257219&isprofile=0
&

La composicion quimica de la parte aérea de S. officinalis muestra la presencia
de diterpenos, como sageona, carnosol, acido carndsico, rosmanol y acido rosmarinico
(Cuvelier, et al., 1994), y triterpenos, entre los que destacan la betulina, el acido ursélico

y el acido oleandlico (Hernandez, et al., 2002).
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Fig. 12. Algunos diterpenos presentes en S. officinalis. a) Sageona, b) Carnosol, c) Acido carnésico, d)

Rosmanol, ) Acido rosmarinico,

Ademas de Salvia officinalis, la salvia espafiola (Salvia lavandulifolia) también es
altamente apreciada en la farmacopea europea, y entre sus actividades biolégicas
reportadas, se encuentran un alto potencial para la inhibicion de acetilcolinesterasa,
efecto antiinflamatorio, actividad antioxidante y anti nociceptiva (Martinez-Francés, et al.,
2017). Su aceite esencial presenta un amplio conjunto de compuestos monoterpénicos,
de los cuales 1,8-cineol y alcanfor son los que definen el quimiotipo (Porres-Martinez, et
al., 2013).
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Dentro de los compuestos presentes en la parte aérea, se encuentran los
compuestos acido ursolico, ampliamente reportado como antitumoral (Wang, et al., 2011)

y neuroprotector (Jin, et al., 2012) y el diterpeno galdosol (Escudero, et al., 1983), con
propiedades antimicrobianas (Kintzios, 2000) (Fig.13).
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Fig. 13. Compuestos identificados de la parte aérea de S. lavandulifolia
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. a) Acido ursdlico, b) Galdosol

Estudios fitoquimicos de salvias de Baja California

La peninsula de Baja California es hogar de una gran diversidad de plantas nativas

y endémicas. Las salvias de la region crecen en arbustos en zonas rocosas y desérticas,
expuestas a radiacion solar prolongada.

El conjunto de especies S. mellifera, S. munzii, S. brandegeei, y S. columbariae
comparten caracteristicas morfologicas distintivas que las separan del resto de las

salvias de la region, la mas importante de ellas es el tipo de flor (Fig. 14), éptima para la
polinizacién por abejas pequefias (Neisess, et al., 1987).
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Salvia mellifera es una especie de importancia etnomeédica entre las comunidades
nativas de la region de Baja California. Su uso abarca desde decocciones para la tos,
hasta infusiones para tratar padecimientos cardiacos (Bocek, 1984). Su aceite esencial
presenta en su composicion terpenos volatiles, mayoritariamente alcanfor, 1,8-cineol, a

y B-pineno, limoneno, y-terpineno, entre otros (Gonzalez, et al., 1990).

Fig. 14. Flor de S. mellifera.

https://www.calflora.org/cqgi-bin/species _query.cgi?where-calrecnum=7311

La composicion quimica de la parte aérea, en un estudio realizado por Gonzalez
y colaboradores (Gonzalez, et al.,, 1990; Gonzélez, et al., 1991), también presenta
compuestos de tipo terpenoide: lupeol, componente mayoritario del extracto aceténico,
acido carnasico, acido oleandlico, salvicanol, carnosol, rosmanol, isorosmanol, galdosol,
rosmadial, dimetilsalvicanol y dos nuevos triterpenos 3-ceto-13(28)-epoxi-ursan-11-eno,
y 3,11-dioxo-ursan-12-eno. Posteriormente, se logré aislar los compuestos conocidos
pisiferanol, B-sistosterol y 5-a,6-dihidro-salviasperanol, asi como un nuevo sesquiterpeno

(Fig. 15) denominado salvimelliferol (Luis & Andrés, 1999).
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Fig. 15. Compuesto aislado de la parte aérea de S. mellifera, nombrado salvimelliferol.

Para Salvia munzii, otra salvia endémica de Baja California, se reporta la
presencia de diterpenos en el extracto aceténico de la parte aérea: acido carnésico,

carnosol, 16-hidroxi-carnosol, isorosmanol, epirosmanol, rosmanol, 7-metoxirosmanaol,

16-hidroxi-rosmanol, 16-hidroxi-isorosmanol, acido 16-hidroxi-carnésico, 16-hidroxi-

epirosmanol, y un nuevo diterpeno, 16-hidroxi-7-metoxi-rosma-nol (Fig.16) fueron
aislados y caracterizados por Luis y Grillo (Luis & Grillo, 1993a).

OH CH,OH

Fig. 16. Nuevo diterpeno aislado de S. munzii.

El mismo equipo de investigacion llego ese mismo afio al aislamiento de un grupo
de diterpenos conocidos, taxodiona, taxodona, criptotanshinona, 7a-hidroxiroilenona,
ferruginol, 6,7-didehidroferruginol, 6,7-didehidrosempervirol, dimetilsalcicanol, &acido
salvicanarico, entre otros, asi como tres nuevos diterpenos abietanos: 5,6-didehidroxi-7-

hidroxi-taxodona, 17-hidroxicriptotanshinona, y salvicanaraldehido (Luis & Grillo, 1993b).
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Fig. 17. Algunos de los diterpenos aislados de S. munzii. a) Taxodiona, b) Taxodona,

c) Criptotanshinona, d) Ferruginol.

La salvia blanca (S. apiana), es también muy apreciada en las comunidades
indigenas de la region de las Californias por sus propiedades medicinales, es
principalmente utilizada como diurético. De su composicion quimica, estudiada por
Gonzalez y colaboradores (Gonzélez, et al., 1992) destaca la presencia de compuestos
triterpénicos como a-amirin, acido oleandlico, acido ursalico, y acido 16-hidrocarnadsico,
asi como seis nuevos diterpenos (Fig. 18) aislados de la raiz de esta salvia: 6,7-
dihidroferruginol, 6,7-didehidrosempervirol, 16-hidroxi-6,7-didehidroferruginol, 11,12,16-
trihidroxi-20(10—5)abeo-abieta-1(10),6,8,11,13-pentaeno, 16- hidroxiroyleanona, y 6-
deoxo-5,6-didehidrolanugon Q.
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Fig. 18. Nuevos diterpenos aislados de la raiz de S. apiana. a) 6,7-dihidroferruginol, b) 6,7-
didehidrosempervirol, c) 16-hidroxi-6,7-didehidroferruginol, d) 11,12,16-trihidroxi-20(10—5)abeo-abieta-
1(10),6,8,11,13-pentaeno, e) 16- hidroxiroyleanona, y f) 6-deoxo-5,6-didehidrolanugon Q.
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METODOLOGIA
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METODOLOGIA EXPERIMENTAL

Generacién de extractos

Recoleccion del material vegetal

Previo a esta tesis, se realizo la recolecta de la raiz de S. brandegeei, en el mes
de Julio del afio 2015, en su hébitat natural, en el Ejido Punta Colonet, con localizacion
geografica 116°12'28"0 y 31°04'24"N, y altitud de 20 msnm, ubicado en el municipio de
Ensenada. La autentificacion taxondmica se avalo por el Botanico, Dr. José Delgadillo

Rodriguez.

Tratamiento del material vegetal

El material vegetal fresco se lavé y fue colocado sobre una superficie plana para
su secado a temperatura ambiente (Fig. 19) por un tiempo aproximado de un mes.
Posteriormente fue triturado a trozos de aproximadamente 5 cm de largo por 1 cm de
ancho y 5 mm de espesor, esto con la finalidad de tener una mayor superficie de contacto

con el disolvente.

Se obtuvo un peso final de material vegetal seco de 1.9 kg, que fueron destinados

a maceracion para la obtencion del extracto.
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Fig. 19. Secado de la raiz de S. brandegeei.

Obtencién del extracto crudo

El material vegetal seco fue sometido a maceracibn con metanol por dos
semanas. Posteriormente fue filtrado y el disolvente evaporado a presion reducida a 37°C
en un rotaevaporador. El proceso se llevd a cabo por triplicado, utilizando un total
aproximado de siete litros de metanol para la maceracion, y obteniéndose 258 g de

extracto crudo.
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Fig. 20. 1zq. Concentracion del extracto crudo de la raiz de S. brandegeei; Der.

Extracto crudo seco de la raiz de S.

Particion del extracto crudo

Para generar las particiones o extractos de
diferentes polaridades a partir del extracto crudo, se
tomaron 100 g del extracto crudo generado y se
siguieron los procedimientos de solubilidad
diferencial para conseguir la extraccion mas completa
de las sustancias de interés presentes en el material
(Kupchan, 1969).
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Aislamiento y caracterizacién de metabolitos secundarios

Aislamiento de metabolitos secundarios

Para el fraccionamiento cromatogréfico del extracto hexanico de la raiz de S.
brandegeei, se comenzo por identificar una mezcla eluyente que permitiera la adecuada
separacion de los compuestos presentes, esto se realizO mediante cromatografia en
capa fina (CCF) utilizando diversas mezclas de solventes como fases moviles, se empled
luz ultravioleta de onda corta como revelador luminoso y oleum como revelador quimico.
Se determiné que la mezcla de n-hexano y acetato de etilo (AcOEt), permitia una

separacion adecuada de los componentes del extracto.

Se fraccionaron 14.5 g del extracto hexanico
seco, en disolucion con diclorometano (DCM),
utilizando una columna cromatografica con una altura
de 46 cm de gel de silice como fase estacionaria y
mezcla de solventes n-hexano y AcOEt en gradiente

de polaridad.

Las fracciones se recolectaron en tubos de

ensayo; posteriormente se evalu6 su perfil

cromatografico mediante CCF y se unieron las

fracciones similares, generando las reuniones que

fueron concentradas con rotaevaporador. Las

reuniones obtenidas fueron almacenadas en viales Fig. 22. Siembra de la columna de
o fraccionamiento del extracto hexanico.
de vidrio a 4°C.
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Fig. 23. Recoleccion de fracciones.

El rastreo y aislamiento de metabolitos secundarios de interés, se realiz6 mediante
técnicas cromatogréficas: cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas
(CG-EM), CCF, cromatografia preparativa y cromatografias en columna tipo flash.
Asimismo, se emplearon técnicas de separacion y purificacion como percolados,

precipitacion disolvente-disolvente y recristalizacion.

El analisis cromatografico se llevo a cabo en el cromatdgrafo de gases acoplado
a un espectrometro de masas, se utilizé una columna de 30 m de largo, con un diametro
interno de 0.25 mm, y con grosor de la capa de 0.25 um. Como gas acarreador, se utilizd
helio. Las condiciones del experimento para el andlisis de las muestras se detallan en la
tabla 3.
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Tabla 3. Condiciones para los experimentos de CG

Temperatura del inyector 250°C
Flujo 1 ml/min
Split 1:20
Temperaturainicial del horno 120°C
Gradiente de temperatura 40°C/min
Temperatura final del horno 280°C
Tiempo alatemperatura final 10 min

Las cromatografias en capa fina se realizaron en placas de gel de silice con
revelador fluorescente, revelando con luz ultravioleta de ondas corta y larga, y el

revelador quimico éleum activado con calor.

Las cromatografias preparativas se realizaron sobre placas de gel de silice de
20x20 cm con revelador fluorescente. Las placas fueron colocadas dentro de una camara
cromatografica y fueron reveladas con luz ultravioleta de onda corta y larga. Una vez
identificadas las bandas de interés, se realiz6 un raspado del gel de silice con ayuda de
una espatula, y el producto se recuperd por medio de percolados con el solvente
adecuado y con rotaevaporacion a 37°C para concentrar las muestras.

Para las cromatografias en columna, se seleccionaron las columnas del diametro
adecuado para la cantidad de muestra a fraccionar. Las muestras fueron disueltas en el
disolvente apropiado para sus caracteristicas de polaridad, n-hexano, DCM o acetona, y
se sembraron en la columna con gel de silice previamente compactada. La elucion se
inici6 empleando n-hexano al 100% seguido de mezclas de solventes en polaridad
creciente. Finalmente, las columnas fueron barridas con metanol. Las reuniones
obtenidas fueron concentradas con rotaevaporador. En los diagramas 1, 2, y 3 se resume
el fraccionamiento sucesivo de las reuniones hasta llegar al aislamiento de metabolitos

de interés.
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Reunion 5

Cromatografia flash

silica gel 60, con eluyente n-
hexano/AcOEt, en gradiente de polaridad.
14 reuniones generadas.

Percolado
serie de percolados con n-hexano
Tanshinona IIA

Diagrama 1. Fraccionamiento y rastreo de metabolitos de la reunion R5.
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Reunion 8

Cromatografia flash

silica gel 60, con eluyente
n-hexano/AcOEt, en gradiente de
polaridad. 14 reuniones generadas.

Reunién 8.5
B-Sitosterol

Diagrama 2. Fraccionamiento y rastreo de metabolitos de la reunién R8.
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Reuniones 9y 10

Percolados
Serie de percolados con n-hexano
Criptotanshinona

Diagrama 3. Rastreo de metabolitos en las reuniones R9 y R10.

Caracterizaciéon de productos naturales aislados

La caracterizacion de los compuestos aislados se llevé a cabo empleando las
técnicas de espectrometria de masas y de espectroscopia de resonancia magnética

nuclear.

Para la obtencion de los espectros de masas, se empled la técnica de ionizacion
por impacto electronico, utilizando un cromatografo de gases acoplado a un

espectrometro de masas de cuadruplo sencillo.
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Los espectros de Resonancia Magnética Nuclear fueron obtenidos en un equipo
de alta resolucién de 400 MHz. Se realizaron experimentos de RMN 'H, RMN *3C, y los
experimentos bidimensionales mono y heteronucleares RMN H-'H COSY y RMN H-13C

HMBC. Para el andlisis, las muestras fueron solubilizadas en CDCls.
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DISCUSION DE RESULTADOS
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DISCUSION DE RESULTADOS

Generaciéon de extractos

De la particion por solubilidad diferencial de 100 g del extracto crudo se obtuvieron

cuatro extractos de distintas polaridades. Las masas obtenidas se indican en la tabla 4.

Tabla 4. Resultados de la particién del extracto crudo.

Extracto Clave de identificacion Masa (g)
Crudo RSBC 258
Agua RSBA 22
Butanol RSBB 15
DCM RSBD 45
n-Hexano RSBH 17
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Fig. 24. 1zq. CCF de los extractos vista bajo luz UV de onda corta, de izquierda a
derecha: crudo, acuoso, butanélico, DCM, y n-hexanico. Der. CCF de los
extractos utilizando el revelador quimico 6leum. Se utilizé una mezcla de n-
hexano/AcOEt 30% como fase movil para esta placa.

Fraccionamiento cromatografico del extracto hexanico

Para la identificacién cualitativa preliminar de la composicién quimica de los
extractos, se realiz6 una CCF comparativa del crudo y las respectivas particiones (Fig.
24). El extracto hexanico RSBH presentd una interesante gama de compuestos apolares,
gue como era de esperarse, no se encontraron en las particiones de polaridad intermedia
(RSBD) ni en las de polaridad alta RSBA y RSBB.

Previo al fraccionamiento cromatogréafico del extracto hexanico, se realiz6 una
identificacion cualitativa utilizando CCF con diferentes mezclas eluyentes para encontrar
una fase mévil que permitiera la separacion adecuada de los compuestos presentes en
dicho extracto. De igual manera se experimentd con diversos reveladores quimicos,
siendo el revelador 6leum el que permitié observar un mejor perfil de la composicion del

extracto (Fig. 25)
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Fig. 25. CCF del extracto hexanico, utilizando como fase mévil n-hex/acOET 20%. De
izquierda a derecha: sin revelador, bajo luz UV de onda corta, bajo luz UV de onda larga,
revelada con éleum (primeras tonalidades), revelada con 6leum (tonalidades finales).

La CCF eluida con la mezcla n-hexano/AcOEt 20% present6 la mejor separacion
de compuestos. Se pudo observar de manera preliminar la proporcién de los metabolitos
presentes: la placa eluida indic6 la presencia de dos metabolitos posiblemente
mayoritarios, mientras que al revelarlas bajo luz UV y revelador quimico, fue posible
distinguir cuatro compuestos presentes en mayor proporcién. La CCF permiti6 identificar,
de manera preliminar, los metabolitos mayoritarios del extracto hexanico, asi como ubicar

su polaridad aproximada.

La presencia de compuestos de tonalidades naranjas a rojas en la placa sin
revelar seria el primer indicador de la presencia de compuestos de tipo Tanshinona en

el extracto hexanico.
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Del fraccionamiento cromatogréfico del extracto hexanico se obtuvieron 110
fracciones, simplificadas en 13 reuniones, de acuerdo con su perfil cromatografico

evaluado mediante CCF. Las masas de las reuniones se detallan en la Tabla 5.

Tabla 5. Masa de las reuniones obtenidas del fraccionamiento cromatogréfico del
extracto hexanico.

Reunion Masa (Q)
R1 0.364
R2 0.618
R3 0.708
R4 0.266
R5 1.052
R6 0.748
R7 2.678
R8 1.606
R9 1.367
R10 1.178
R11 0.586
R12 0.904
R13 0.802
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Una vez definidas las reuniones, se realiz6 una CCF (Fig. 26) para identificar los
compuestos mayoritarios y de interés; tomando en cuenta estas caracteristicas, se

seleccionaron las reuniones con las cuales se continu6 el rastreo de metabolitos.

o

ez R13
! ” 7 : "’—Re R4 gio R RIZ
BE =2 ra Rs Rc B
Fig. 26. CCF de las reuniones obtenidas a partir del extracto hexanico, FM
n-hexano/AcOEt 30%; de izquierda a derecha se encuentran las reuniones

1-13. Arriba: Bajo luz UV de onda larga. Abajo: Revelada con 6leum.

Las reuniones de mayor abundancia en masa fueron las reuniones intermedias
identificadas como R5, R8, R9, R10. Las reuniones R5, R6, R8, R9y R10 al ser reveladas
con 6leum, mostraron la presencia de compuestos mayoritarios de tonalidades naranjas

a rojas, coloracion caracteristica de compuestos de tipo Tanshinona.
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Aislamiento y caracterizacion de metabolitos

Tanshinona IlA

Como resultado del fraccionamiento cromatografico sucesivo de la reuniéon R5, se

aislé y caracteriz6 un primer compuesto, cuyas caracteristicas se detallan a continuacion.

Nombre Quimico: O CHs
1,6,6-trimetil-6,7,8,9-tetrahidrofenantro[1,2-b]Jfuran- O N\
10,11-diona |

O

Férmula molecular: Ci19H1803

HsC CHs

Fig. 27. Estructura de
Tanshinona lIA

Peso molecular: 294.35 g/mol

Aspecto fisico: Cristales rojizos (Fig. 28)

Cantidad aislada: 11.6 mg

Fig. 28. Tanshinona IIA
aislada de la reunién 5.

El espectro de masas resultante del analisis por EM presentd un ién molecular de

294 ml/e, correspondiente a la estructura de la Tanshinona IlIA; de igual manera, se
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pudieron observar los fragmentos caracteristicos para este compuesto: 279 m/e, 251
m/z, 233 m/z, y 165 m/e. El pico base fue coincidente con el ion molecular a 294 m/e.
Los fragmentos de m/e 279 y 251, podrian interpretarse como la pérdida de un metilo,

seguida de una descarboxilacion.

Fig. 29. Estructura enumerada de Tanshinona IIA para RMN.

En el espectro de resonancia magnética nuclear de protén RMN *H, se observaron
las sefiales caracteristicas de los diterpenos de tipo abietano: una sefial singulete a 1.31
ppm, con integracion para seis hidrogenos, que corresponde a los metilos H-28 y H-19;
continuando con los hidrogenos del mismo anillo, se encuentra la sefial correspondiente
al H-1, a 3.18 ppm, con multiplicidad triplete, y que presenta una constante de
acoplamiento de 6.4 Hz, caracteristica de los acoplamientos de tipo vecinal de libre giro.
La sefial a 1.79 ppm corresponde al hidrégeno H-2 y se observé como multiplete
asociado al acoplamiento vecinal con los hidrogenos H-1 y H-3 a tres enlaces; en la
misma zona, se observa la sefal asignada al hidrogeno H-3, con un desplazamiento de

1.65 ppm, observado como un multiplete con integracién para dos hidrégenos.
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En la zona correspondiente a los hidrégenos aromaticos, se identificaron las
sefales correspondientes a H-6 y H-7, un par de dobletes que mostraron la misma
constante de acoplamiento, 8.16 Hz, correspondiente a acoplamientos vecinales en

sistemas aromaticos.

Los hidrégenos pertenecientes al sistema furano fueron asignados a las sefales
a un desplazamiento de 7.21 ppm para H-16, y 2.26 ppm para H-17, ambas sefales se

identificaron como singuletes integrando para uno y tres hidrégenos respectivamente.

En la Tabla 6 puede observarse un resumen de las asignaciones del espectro de
RMN !H para la Tanshinona IIA.

Tabla 6. Asignaciones RMN *H para Tanshinona IIA.

Hidrégeno o1 (ppm) Multiplicidad Integracién J(Hz)
H-1 3.18 Triplete 2H 6.4
H-2 1.79 Multiplete 2H -
H-3 1.65 Multiplete 2H -
H-6 7.62 Doblete 1H 8.16
H-7 7.54 Doblete 1H 8.16
H-16 7.21 Singulete 1H -
H-17 2.26 Singulete 3H -
H-18 1.30 Singulete 6H -
H-19 1.30 Singulete 6H
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Para las asignaciones en RMN 13C, se tomé como apoyo la informacién obtenida

a partir de los experimentos RMN 'H-13C DEPT. El espectro de RMN 3C muestra dos

sefales a campo bajo, que corresponden a los carbonilos de la estructura C-11y C-12,

con desplazamientos de 183.7 y 175.8 ppm respectivamente. La zona de los carbonos

aromaticos muestra las sefiales correspondientes a los carbonos C-5, C-6, C-7, C-8, C-

9y C-10.

En la region de campo alto se encuentran las sefiales pertenecientes a los

carbonos de metilos C-18 y C-19, integrados en una sefal a 31.9 ppm, y la sefal

respectiva al carbono C-17, observable a un desplazamiento de 8.8 ppm. Todas las

asignaciones de carbonos se resumen en la tabla 7.

Tabla 7. Asignaciones de RMN 13C para Tanshinona lIA.

Carbono Sc (ppm) Carbono &c (ppm)
C-1 29.7 C-11 183.7
C-2 19.2 C-12 175.8
C-3 37.9 C-13 121.2
C-4 34.7 C-14 161.7
C-5 127.5 C-15 120.3
C-6 1334 C-16 141.3
C-7 119.9 C-17 8.8
C-8 126.5 C-18 31.9
C-9 150.2 C-19 31.9
C-10 1445
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El experimento bidimensional homonuclear RMN !H-'H COSY mostré el
acoplamiento entre los hidrogenos vecinales H-6 y H-7; ademés se observo la sefal
relativa al acoplamiento a cuatro enlaces del hidrégeno H-16 y los hidrogenos del metilo
17; por ultimo, pudieron observarse las correlaciones a tres enlaces de los hidrégenos
H-1y H-2,y H-2 con H-3 (Fig.30).

.,
2
7
C

H,C

Hs

Fig. 30. Correlaciones homonucleares para Tanshinona llA.

En el espectro del experimento bidimensional heteronuclear RMN *H-C HMBC,
se observaron sefiales que confirmaron la presencia de los metilos 18 y 19, cuyos
protones mostraron correlacién con el carbono C-4. El hidrégeno aromatico H6 presentd
correlacién a dos enlaces con el carbono C-5, asi como una correlacion a tres enlaces
con el carbono C-10; por su parte el hidrégeno H-7 mostré un acoplamiento con ambos
carbonos, ademas de correlaciones a tres enlaces con los carbonos C-9 y C-14.
Resaltaron las sefales correspondientes al metilo 17, en las que se identifico
correlaciones de sus hidrégenos con los carbonos C-15 y C-16, a dos y tres enlaces,
respectivamente. Las correlaciones mencionadas, asi como el resto de las observadas,

se presentan en la figura 31.
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Fig. 31 Comportamiento de correlacion a dos y tres enlaces en el experimento

RMN H-13C HMBC para Tanshinona IIA

Un resumen de todas las asignaciones de RMN para Tanshinona IlA, se presenta en la
tabla 8.
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Tabla 8. Asignaciones de RMN para Tanshinona IIA.

Posicién RMN H RMN Bidimensional
13C
Sy Multiplicidad  Integracion  J(Hz) &c RMN RMN H-13C
1H-1H- HMBC
COSsY
1 3.18 Triplete 2H 6.4 29.7 H-2 C-2, C-3, C-9,
C-10
2 1.79 Multiplete 2H - 19.2 H-1,H-3 C-1,C-3,C-4
3 165  Multipete 2H - 379 | H2 C1C4C18
y C-19
4 - - - - 34.7 - -
5 - - - - 127.5 - -
6 7.62 Doblete 1H 8.16 1335 H-7 C-5,C-10
7 7.54 Doblete 1H 8.16 119.9 H-6 C-5,C-9,C-10,
C-14
8 - - - - 126.5 - -
9 - - - - 150.2 - -
10 - - - - 144.5 - -
11 - - - - 183.7 - -
12 - - - - 175.8 - -
13 - - - - 121.2 - -
14 - - - - 161.7 - -
15 - - - - 120.3 - -
16 7.21 Singulete 1H - 141.3 H-17 C-17
17 2.26 Singulete 3H - 8.8 H-16 C-15,C-16
18 1.30 Singulete 6H - 31.9 - C-4,C-19
19 1.30 Singulete 6H - 31.9 - C-4,C-18

53




Criptotanshinona

A partir de la reunion R9 se aislaron 5 mg de cristales de color naranja, insolubles
en hexano.

Nombre Quimico:

1,6,6-trimetill-1,2,6,7,8,9-hexahidrofenantro[1,2-
b]furan-10,11-diona

Férmula molecular: C19H2003

HsC CHg
Fig. 32. Criptotanshinona.

Peso molecular: 296.36 g/mol

Aspecto fisico: Cristales naranja (Fig. 33)

Cantidad aislada: 5 mg

Fig. 33.
Criptotanshinona
aislada de la reunién 9.
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En espectrometria de masas se obtuvo un ion molecular de 296 m/e, que relaciona
la masa esperada para el compuesto Criptotanshinona. Se observaron ademas los iones
caracteristicos previamente reportados en la literatura: 253 m/e, 165 m/e, 128 m/e,

43 m/e, y 29 m/e, siendo este ultimo el pico base.

18 19

Fig. 34. Estructura enumerada de Criptotanshinona para RMN.

El espectro de RMN 'H mostré evidencia de un esqueleto muy similar al de la
Tanshinona IIA: el par de dobletes respectivos a los hidrogenos H-6 y H-7, un singulete
con integracion para seis hidrogenos correspondiente a los nucleos H-18 y H-19, asi
como las sefales de multipletes para los hidrogenos H-2 y H-3, y un triplete
correspondiente a H-1. La caracterizacion de los hidrogenos del sistema furano fue
determinada con la identificacion de la sefial correspondiente al hidrégeno H-15; también
se observé un desplazamiento a campo alto del hidrogeno H-17 y dos sefales a 4.87 y
4.36 ppm, que confirman la presencia de hidrogenos diasterotopicos en la posicion 16,

ambas con multiplicidad doble de dobles con integracion para un hidrégeno.
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En la tabla 9 puede observarse un resumen de las asignaciones del espectro de
RMNH para la Criptotanshinona.

Tabla 9. Asignaciones RMN H para Criptotanshinona.

Hidrégeno OH (ppm) Multiplicidad Integracion J(Hz)
H-1 3.22 Triplete 2H 6.4
H-2 1.79 Multiplete 2H -
H-3 1.66 Multiplete 2H -
H-6 7.62 Doblete 1H 8.08
H-7 7.49 Doblete 1H 8.08
H-15 3.58 Multiplete 1H -
H-16a 4.87 dd 1H J1=9.32

J2=nc
H-16b 4.36 dd 1H J1=9.32

J2=6.04
H-17 2.26 Singulete 3H -
H-18 1.30 Singulete 6H -
H-19 1.30 Singulete 6H

En el experimento de RMN 13C se observaron 19 atomos de carbono en un
espectro similar al de Tanshinona IIA. Los experimentos RMN 'H-13C DEPT confirmaron
la presencia de los carbonos de los metilos C-18 y C-19 a desplazamientos de 32.1 y
32.0 ppm, ademas de la sefial de metilo perteneciente al carbono C-17 a 18.9 ppm. Las
sefales correspondientes a los carbonos C-15 y C-16 se observan a campo mas alto en
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comparacién con estas mismas posiciones que también se observan en Tanshinona llA,

esto debido al aumento de densidad electronica en Criptotanshinona.

Las sefales para los carbonos C-6 y C-7 se observaron a desplazamientos de
132.7 y 122.6 ppm respectivamente, que fueron muy similares a sus homdélogos en
Tanshinona IlA. Por ultimo, las sefiales correspondientes a los carbonilos C-11 y C-12
fueron identificadas a campo mas bajo, con desplazamientos de 184.4 y 175.8 ppm

respectivamente.

Todas las asignaciones para RMN 3C con los respectivos desplazamientos, se

encuentran resumidas en la tabla 10.

Tabla 10. Asignaciones de RMN 13C para Criptotanshinona.

Carbono Sc (ppm) Carbono &c (ppm)
C-1 29.8 C-11 184.4
C-2 19.20 C-12 175.8
C-3 37.9 C-13 118.4
C-4 34.8 C-14 170.8
C-5 128.6 C-15 34.9
C-6 132.7 C-16 81.6
C-7 122.6 C-17 18.9
C-8 126.4 C-18 32.1
C-9 152.5 C-19 32.0
C-10 143.8
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En el espectro del experimento RMN *H-'H COSY se observaron nuevamente las
sefiales relativas al acoplamiento a tres enlaces del hidrégeno H-2 con H-1 y H-3;
asimismo, se observl una correlacion de acoplamiento entre los hidrégenos vecinales
H-6 y H-7.

Unas de las sefales caracteristicas de Criptotanshinona, fueron las de los
hidrogenosdiasterotépicos H-16a y H-16b y del hidrégeno H-15, ademas del
acoplamiento a tres enlaces de los nucleos de hidrégeno H-17 con el protén de la

posicion 15.

~
~,
Z
C

H;C Hs

Fig. 35. Correlaciones homonucleares para Criptotanshinona.

En el espectro del experimento RMN 'H-'3C HMBC, fue posible observar las
sefales de correlacion de los hidrégenos de las posiciones 18 y 19 con los carbonos C-
2, C-3y C-4 (Fig. 36 a). En el sistema aromatico, el hidrégeno H-6 mostré un
acoplamiento con los carbonos C-4 y C-10, mientras que H-7 muestra un acoplamiento

a tres enlaces con los carbonos C-5, C-9y C-14 (Fig. 36 b).
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Del anillo alifatico A, se observaron las sefiales de interacciones del hidrégeno
H-1 con C-2, C-3, C-5, C-9, y C-10 (Fig. 36 c¢); H-2 a dos enlaces con C-1y C-3,y atres
enlaces con C-4 y C-10 (Fig. 36 c), y el hidrégeno H-3 con los metilos C-18 y C-19 y con
los carbonos C-1, C-2, C-4 y C-9 (Fig. 36 b).

Las sefales correspondientes al sistema furano fueron identificados con los
hidrogenos diasterotopicos de la posicién 16, ambos presentaron correlaciones con los
carbonos C-13, C-14, C-15 y C-17 (Fig. 36 a). También fue posible apreciar las
correlaciones del hidrégeno H-15 a dos enlaces con C-13 y C-17, y el hidrégeno H-17
con los carbonos C-13 y C-16, ambas a tres enlaces (Fig. 36 c). Todas las correlaciones
observadas se presentan de manera ilustrativa en las figuras 1, 2, y 3. Un resumen de
todas las asignaciones correspondientes a RMN de Criptotanshinona se presentan en la
tabla 11.
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Fig. 36. Comportamiento de correlacion RMN *H-13C HMBC para Criptotanshinona.
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Tabla 11. Asignaciones de RMN para Criptotanshinona.

Posicién RMN 1H RMN Bidimensional
13(:
SH Multiplicidad Integracién J(Hz) &c RMN 1H- RMN H-3C HMBC
1H-COSY
1 3.22 Triplete 2H 6.4 29.8 H-2 C-2, C-3,
C-5,C-9, C-10
2 1.79 Multiplete 2H - 19.2 H-1, H-3 C-1,C-3,
C-4,C-10
3 1.66 Multiplete 2H - 37.9 H-2 C-1,C-2,C-4,C-9,
C-18 C-19
4 - - - - 34.8 - -
5 - - - - 128.6 - -
6 7.62 Doblete 1H 8.08 132.7 H-7 C-4,C-10
7 7.49 Doblete 1H 8.08 122.6 H-6 C-5,C-9,
C-14
8 - - - - 126.4 - -
9 - - - - 152.5 - -
10 - - - - 143.8 - -
11 - - - - 184.4 - -
12 - - - - 175.8 - -
13 - - - - 118.4 - -
14 - - - - 170.8 - -
15 3.58 Multiplete 1H - 34.9 H-16a, C-13,C-17
H-16b,
H-17
162 4.87 dd 1H J1=9.3 81.6 H-15, C-13,C-14, C-15,C-17
J>=nc H-16b
16b 4.36 dd 1H J1=9.3 H-15, C-13,C-14, C-15,C-17
J2=6.0 H-16a
17 2.26 Doblete 3H - 18.9 H-15 C-13,C-16
18 1.30 Singulete 6H - 32.0 - C-2,C-3,C-4,C-19
19 1.30 Singulete 6H - 32.0 - C-2,C-3,C-4,C-18
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B-Sitosterol

Resultante del fraccionamiento cromatografico de la reunion 8, se llego al
aislamiento del compuesto B-sitosterol.

CHg
Nombre Quimico: CHs
24-etilcolest-5-en-3beta-ol CHs

CH3
Formula molecular: C29Hs00

HO
Fig. 37. B-Sitosterol

" 71

Peso molecular: 414.71 g/mol

Aspecto fisico: Polvo blanco, ceroso (Fig. 38)

Cantidad aislada: 6 mg

Fig. 38. B-Sitosterol
aislado de la reunién 8.

El espectro de masas correspondiente muestra un ion molecular de 414 m/e,
congruente con la estructura del compuesto B-Sitosterol. El pico base pudo observarse
a 43 m/e, y los fragmentos caracteristicos (NIST, 2008) a 329, 255, 213, 173, 95, 69, y

55 m/e también son observables en el espectro.
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Fig. 39. Estructura enumerada B-Sitosterol para RMN.

El compuesto B-Sitosterol ha sido ampliamente reportado en la literatura cientifica,
por lo que fue posible la comparacion del espectro obtenido por el experimento de
resonancia magnética nuclear de hidrégeno RMN 'H con los reportes previos para la
elucidacion estructural, incluyendo las comparaciones realizadas por Patra y
colaboradores (Patra, et al., 2010) con programas informaticos predictivos, y la

caracterizacion del compuesto aislado en el laboratorio previo al desarrollo de esta tesis.

Se realiz6 la asignacion de las sefiales mas caracteristicas para el fitoesterol B-
Sitosterol. El hidrégeno de la posicion H-3, correspondiente al carbono unido al grupo
hidroxilo, se identifico con un desplazamiento de 3.52 ppm, region caracteristica de este
tipo de hidrégenos, ademas, la sefal se desdoblé como un multiplete con integracion
para un hidrégeno. Otra sefal representativa del B-sitosterol se observa a 5.36 ppmy es

asignable al hidrégeno H-6 de la olefina.

Las sefales de los metilos se observan en la region de alta energia: para H-21 se,
se observd un doblete con integracion para los tres hidrogenos, la multiplicidad y la
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constante de acoplamiento de 8 Hz corroboran el acoplamiento vecinal con el proton
H-20. A un desplazamiento de 1.01 ppm se observa un singulete con integracion para 6

hidrogenos correspondiente a aquellos de las posiciones 26 y 27.

En la Tabla 12 se presenta un resumen de las asignaciones para las sefiales

caracteristicas del espectro de RMN H del B-Sitosterol.

Tabla 12. Asignaciones RMN H para B-Sitosterol.

Hidrégeno OH (ppm) Multiplicidad Integracion J(Hz)
H-3 3.52 Multiplete 1H -
H-6 5.36 Multiplete 1H -
H-21 0.93 Doblete 3H 8.0
H-24 1.49 Multiplete 1H -
H-26 1.01 Singulete 6H -
H-27 1.01 Singulete 6H -
H-28 1.29 Multiplete 2H -
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CAPITULO 2

ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE Y ENZIMATICA
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GENERALIDADES
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GENERALIDADES

Radicales libres

En un &tomo, los electrones se distribuyen alrededor del nlcleo atémico en capas
denominadas orbitales. Cada orbital tiene capacidad para albergar a dos electrones con
espines opuestos. En los organismos vivos, predominan las sustancias que contienen

solo electrones apareados, lo que les confiere estabilidad (Paredes Salido, et al.,2002).

Un radical libre se define como un atomo o molécula que presenta uno o mas
electrones desapareados. La presencia de estos electrones no apareados genera
inestabilidad en la estructura, lo que los convierte en especies quimicas altamente
reactivas. El radical libre puede donar o aceptar un electrén de una molécula estable
para aparear su electrén, generando reacciones en cadena. Los radicales libres mas
importantes son los que contienen oxigeno, pues son altamente reactivos, por ende, son
los principales responsables de especies oxidantes en las células de metabolismo
aerobio, y son capaces de dafio en moléculas biolégicamente importantes (Dasgupta, et
al., 2014; Lobo, et al., 2010; Paredes Salido, et al., 2002), pues al ser altamente
electrofilicos, atacan sitios con alta densidad electrénica, particularmente compuestos
nitrogenados- proteinas, aminoacidos, ADN, y ARN, y compuestos con dobles enlaces
carbono-carbono, como acidos grasos polinsaturados y fosfolipidos. (Knight,1998)
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Radicales libres en sistemas bioldgicos

Desde su definicion, hace mas de un siglo atras, diversos estudios sobre radicales
libres, han demostrado que estos compuestos no solo son agentes de dafio, sino que
también juegan un papel importante en diversos procesos normales en organismos Vivos
(Volodymyr, 2014).

En concentraciones bajas, los radicales libres, son necesarias para el proceso de
maduracion de estructuras celulares, apoptosis de células defectuosas, y son utilizadas
por las células como un sistema de sefializacion, ademas de ser empleadas por fagocitos
como armas ante los ataques de microorganismos patogenos. (Galano, 2017; Pham-
Huy, et al., 2008; Valko, et al., 2007)

Fuentes de radicales libres

Los radicales libres pueden formarse por tres principales vias: 1) Homdlisis de
enlaces covalentes, que requiere energia (calor, luz ultravioleta, radiacion ionizante) para
efectuarse; 2) adicién de un electron a un atomo neutro, y 3) pérdida de un electrén por

un atomo neutro. (Knight,1998).

De la gran variedad de radicales libres presentes en los organismos vivos, la

mayoria de ellos surgen a partir de:

- Especies reactivas de oxigeno (ROS por sus siglas en inglés “reactive oxygen
species”), que engloban a los radicales centrados en oxigeno, como el radical
hidroxilo (*OH) y el radical peroxilo (ROQO®).
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- Especies reactivas de nitrogeno (RNS por sus siglas en inglés “reactive
nitrogen species”), como son el mondxido de nitrégeno (*NO) y el anién
peroxinitrito (ONOOQO"), entre otros.

- [Especies reactivas de azufre (RSS por sus siglas en inglés “reactive sulfur
species”), de las cuales las mas importantes son los acidos sulfénicos y los

oxidos de disulfuro. (Galano, 2017).

Existen dos fuentes de radicales libres: fuentes enddgenas y fuentes exdgenas.

Fuentes enddgenas de radicales libres

Para la mayoria de los seres vivos, el oxigeno molecular es indispensable para
vivir. En la respiracion mitocondrial, la cadena de transporte de electrones constituye la
Ultima etapa en la formacion de protones de alta energia para la formacion de trifosfato
de adenosina (ATP). (Rodriguez Peron, et al., 2001).

El oxigeno actia como aceptor final de cuatro electrones en el proceso de
fosforilacién del ATP, produciendo dos moléculas de agua. Cuando la reduccion del
oxigeno es parcial, es decir, cuando el oxigeno recibe s6lo uno o dos electrones, se
forman intermediarios reactivos, como el radical superoxido (O2*) y el radical hidroxilo.

(Cabiscol, 2014; Rodriguez Peron, et al., 2001).

Otra fuente importante de radicales libres son los peroxisomas, organelos
citoplasmicos que realizan funciones importantes como la B-oxidacion de acidos grasos
de cadena larga, y la degradacién de acido urico. Las oxidasas del peroxisoma generan
peréxido de hidrégeno, que, si bien es estable y no dafia directamente especies
propensas a la oxidacion, si puede generar radicales libres como el radical hidroxilo,

altamente reactivo y con capacidad de dafar biomoléculas. (Dasgupta, et al., 2014).
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Multiples procesos fisioldgicos normales generan radicales libres, en la tabla 13

se resumen algunos de los mas importantes.

Tabla 13. Principales fuentes enddgenas de radicales libres.

Proceso fisiolégico Informacién adicional
Respiracién mitocondrial Proceso que genera el radical anién superéxido
Autooxidacion Se forma el radical superoxido a partir de la

autooxidacion de moléculas biolégicas como la

hemoglobina y la mioglobina.

Reacciones enzimaticas Reacciones  enzimaticas relacionadas a Jla
lipoxigenasa, aldehido oxidasa, entre otras, pueden

generar radicales libres.

lones metalicos lones metalicos de cobre o hierro pueden generar
radicales libres al reaccionar con peroxido de

hidrogeno.

Ejercicio extenuante Puede provocar la activacion de la xantina oxidasa,

que genera radicales libres.

Infeccidn El sistema inmunolégico libera radicales libres para

neutralizar microorganismos invasores.

Fuente: Dasgupta, et al., 2014.

Fuentes exdgenas de radicales libres

Los oxidantes, ademas, pueden proceder de agresiones oxidativas externas. La
principal fuente externa de especies oxidantes es el humo del tabaco, pues presenta una
alta concentracion de sustancias perjudiciales, entre las que destacan especies reactivas
de oxigeno, 6xido de nitrégeno y 6xido de azufre. (Paredes Salido, et al., 2002).
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Otras fuentes exdgenas de especies reactivas de oxigeno y nitrdgeno se citan en
la tabla 14.

Tabla 14. Principales fuentes exdgenas de radicales libres.

Factor Informacién adicional

Contaminacion ambiental Particulas suspendidas en la contaminacion

ambiental, tienden a generar estrés oxidativo.

Radiaciones ionizantes La exposicion a radiacion ultravioleta, rayos X, y
radiaciones derivadas de terapias contra el cancer,
pueden provocar la formacion de radicales libres en el

Ccuerpo.

Metales El aumento en la disponibilidad de metales de

transicion como ocurre en los procesos inflamatorios.

Medicamentos La accion de farmacos con capacidad de generar
anion superoxido por accién enzimatica a través de la

oxidorreduccién ciclica de flavoproteinas

Solventes industriales La inhalaciéon de algunos solventes industriales, como

cloroformo, pueden generar dafio oxidativo.

Ingesta de bebidas EIl exceso en el consumo de bebidas alcohdlicas
alcohotlicas induce estrés oxidativo, principalmente en personas

con alcoholismo,

Fuente: Dasgupta, et al., 2014; de la Pefia, et al., 1997.

Estrés oxidativo

El término estrés oxidativo se refiere al dafio oxidativo resultante de la presencia
elevada de radicales libres y otras especies oxidantes en el organismo, y la incapacidad

del organismo para eliminar dicho exceso.
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Este desequilibrio entre oxidantes y antioxidantes ha sido asociado al dafio de una
amplia gama de biomoléculas, el ADN y el ARN son particularmente susceptibles al dafio
oxidativo: las ROS interaccionan con las bases nitrogenadas formando especies
oxidadas, si el ADN no es reparado antes de la replicacion, puede ocasionar muerte
celular, mutacién de ADN, errores de replicacidn, e inestabilidad gendémica. (Klaunig, et
al., 2018). Otras estructuras susceptibles son lipidos, proteinas y acidos nucleicos. Estos
dafnos se traducen en diversos problemas de salud como afecciones cardiovasculares,
algunos tipos de cancer, enfermedades inflamatorias (artritis, vasculitis, etc.), diabetes,

enfermedades neurodegenerativas, entre otros (Dasgupta, et al., 2014; Galano, 2017).

Dentro de los padecimientos neurodegenerativos mas comunes

relacionados al estrés oxidativo, se encuentra la enfermedad de Alzheimer.

Padecimientos

Problemas en el neurolégicos:
embarazo: eAlzheimer
ePreeclampsia *Parkinson
eRestriccion de eDemencia
crecimiento fetal eDepresion Sistema
Afecciones — cardiovascular:
inflamatorias: eArteroesclerosis
e Artritis eHipertension
eReumatismo e|squemia
oVasculitis _~ eInsuficiencia cardiaca
Sistema , Daiio
respiratorio: Est res multiorganico:
*Asma . . eDiabetes
_— _——
eProblemas OXI d atlvo eCancer
bronquiales *Envejecimiento

Diagrama 4. Patologias relacionadas y afectaciones a los érganos atribuidas al estrés oxidativo. (Pham-
Huy, et al., 2008)
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Enfermedad de Alzheimer

La enfermedad de Alzheimer (EA) es la causa mas comun de demencia entre
adultos mayores, que conlleva el declive progresivo de funciones cognitivas, deterioro de
la memoria, disminucién de habilidades, y modificaciones al comportamiento, afectando

la capacidad de una persona de funcionar de manera independiente.

La patogénesis del Alzheimer ain no es comprendida del todo, sin embargo, el
estrés oxidativo parece ser un evento temprano en el desarrollo de la EA (Nunomura, et
al., 2001). El sistema nervioso central es sumamente vulnerable al dafio ocasionado por
los radicales libres como resultado del alto consumo de oxigeno en el cerebro, niveles
altos de lipidos oxidables, y baja concentracion de glutatién (Christen, 2000; Markesbery,
1997; Smith, 2000).

Si bien, la terapia antioxidante se plantea como una posible terapia preventiva
para la EA, los tratamientos sintomaticos actuales tienen como principio la inhibicién de

la enzima acetilcolinesterasa.

El sistema colinérgico desempefia un rol central en el aprendizaje y la memoria.
La “hipétesis colinérgica” plantea una estrecha relacion entre la inhabilidad o pérdida de
las neuronas colinérgicas en el prosencéfalo basal y la aparicion de demencia en
personas con EA (Muir, 1997; Zhou, et al., 2011). Las neuronas colinérgicas utilizan
colina para dos propésitos: fosforilada para la produccion de fosfatidilcolina,
constituyente de la membrana celular, y acetilada para la generacion del neurotransmisor
acetilcolina (Muir, 1997); el envejecimiento y la EA estan asociados a la disminucion de
la colina libre requerida para estos procesos metabdlicos, lo cual genera una tendencia
de las neuronas a utilizar la colina “de reserva” presente en estas biomoléculas,
resultando en alteraciones en la composicion de la membrana celular y deficiencias del

neurotransmisor (Wurtman, 1992).
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Debido a que la corteza cerebral de los pacientes de Alzheimer presenta una
marcada disminuciéon de los niveles del neurotransmisor acetilcolina (ACo), la
farmacoterapia basada en inhibidores de la enzima acetilcolinesterasa permiten el

incremento localizado del neurotransmisor al bloquear su degeneracion (Behl, 1999).

Antioxidantes

La exposicion a condiciones naturales que propician la formacién de radicales
libres, ha llevado a los organismos a desarrollar una serie de mecanismos de defensa
gue actuan de forma cooperativa para proteger al cuerpo de los dafios potenciales del
estrés oxidativo (Kabel, 2014; Valko, et al., 2007), estos sistemas de defensa incluyen
mecanismos preventivos, mecanismos de reparacion, barreras fisicas, y defensas

antioxidantes.

Los antioxidantes son moléculas con la capacidad de inhibir, retardar, o prevenir
la oxidacion de otras moléculas de importancia bioldgica, deteniendo las reacciones de
oxidacién en cadena mediante la neutralizacion de los radicales libres intermedios.
(Kabel, 2014; Mufioz Juarez, et al., 2008).
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Capacidad antioxidante

La capacidad antioxidante celular estd dada por éstos diversos mecanismos
mediante los cuales la célula anula la reactividad y/o inhibe la generacion de radicales
libres, es decir, es la suma de las capacidades antioxidantes cada uno de los compuestos
antioxidantes que actian simultdneamente, asi como las condiciones del microambiente
donde se encuentran los compuestos, ademas de la sinergia o inhibicion de la interaccion
entre ellos. (Avello, et al., 2006; Huang, et al., 2005; Kuskoski, et al., 2005).

Para que una molécula o compuesto sea un buen antioxidante, su reactividad
guimica hacia los radicales libres es mayor que la de las especies de importancia
biolégica, ademas debe reaccionar rapidamente y encontrarse en cantidades

suficientemente altas en el organismo. (Galano, 2017).

Clasificaciéon de los antioxidantes

Los compuestos antioxidantes pueden ser producidos por el propio organismo
(antioxidantes endogenos), o bien adquiridos a través de los alimentos (antioxidantes

exdgenos).

Los antioxidantes enddgenos pueden clasificarse como enzimaticos y no

enzimaticos y los exdégenos pueden dividirse en naturales o sintéticos.
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Antioxidantes enziméticos

Dentro de los antioxidantes enddgenos enzimaticos, existen tres principales

grupos de enzimas: superoxido dismutasas, catalasa y glutation peroxidasas.

Las superodxido dismutasas (SODs) contienen iones metalicos de cobre, zinc,
manganeso, o hierro, y cataliza la dismutacion del radical superéxido a peroxido de
hidrogeno y oxigeno, minimizando la acumulacion de superéxido y radical hidroxilo
(Aldred, et al., 2009; Harvey, 2008; Kabel, 2014), dos de las especies reactivas de

oxigeno mas importantes y dafiinas.

La catalasa (H202 oxidoreductasa) es una enzima antioxidante presente en la
mayoria de los organismos aerobios; contiene cuatro grupos hemo (hierro) en su
estructura que permiten a la enzima interactuar con el peréxido de hidrogeno catalizando
su dismutacién en agua y oxigeno. El perdxido de hidrogeno, molécula estable, funge
como sustrato en reacciones que generan el altamente reactivo radical hidroxilo, la
catalasa limita la acumulacion de H202, previniendo asi, la formacion de radicales libres
(Diaz, 2003; Kabel, 2014).

Las glutation peroxidasas son enzimas antioxidantes con selenio en su estructura,
con la capacidad de reducir el peroxido de hidrégeno y otros hidroperoxidos organicos.
(Kabel, 2014; Tabet, et al., 2007; Valko, 2007). El glutatién es, ademas, un antioxidante
no enzimatico con un grupo tiol como agente reductor capaz de reducir otros metabolitos

0 reaccionar directamente con los oxidantes (Kabel, 2014).
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Antioxidantes no enziméticos

Los compuestos tipo vitamina E (tocoferoles y tocotrienoles), son los antoxidantes
liposolubles mas importantes: debido a su estructura, actia reduciendo los peréxidos
provenientes de la oxidacion de acidos linoleico y linolénico, protegiendo la membrana
celular de las reacciones de oxidacion en cadena (Badui, 2006; de la Pefia, 1997).

OH

CHj3

CH3;

Fig. 40. Estructura quimica del a-tocoferol

Los carotenoides son compuestos liposolubles que inhiben la peroxidacion lipidica
neutralizando los radicales oxigeno singlete y peroxilo, generados en los procesos de
oxidacion lipidica. (Stahl, et al., 2003)

El acido ascorbico (vitamina C) actia como antioxidante sobre los radicales
superoéxido, peroéxilo, e hidroxilo, ademas se le atribuye la intervencion en la regeneracion

del a-tocoferol, evitando la formacion del radical a-tocoferoxilo (de la Pefia, 1997).

HO

HO
i P—
HO OH

Figura 41. Estructura quimica del acido ascorbico
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Los bioflavonoides son fitomoléculas polifendlicas con propiedades antioxidantes,
particularmente inhibiendo la peroxidacion lipidica, y quelantes de metales oxidantes,

ademas de favorecer la actividad de algunas enzimas antioxidantes (Heim, et al., 2002).

Algunos de los principales antioxidantes enziméticos y no enzimaticos se retnen

en la tabla 15.

Tabla 15. Principales antioxidantes y radicales libres sobre los que actian.

ANTIOXIDANTES ENZIMATICOS ANTIOXIDANTES NO ENZIMATICOS
- Superéxido dismutasa - Vitamina E
Responsable de neutralizar los Principal antioxidante liposoluble,
radicales superoxido. previene la oxidacion lipidica y protege

la membrana celular.

- Catalasa
Enzima catalizadora de la dismutacién - Glutation
del peréxido de hidrégeno en agua y Protege contra los efectos
oxigeno. potencialmente dafiinos de los
metales pesados y limita la actividad
- Glutatién peroxidasa de los radicales superéxido y peroxilo.

Enzima intracelular que reducen el

peréxido de hidrégeno y otros - Melatonina

peroxidos organicos. Potencializa la accion de la superéxido
dismutasa y la glutatién peroxidasa.
Ademas, neutraliza el radical hidroxilo,

y el oxigeno singlete.

Fuente: Veldzquez Paniagua, et al., 2004.
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Clasificacion por mecanismo de accion

Segun su actividad quimica, los antioxidantes pueden ser, también, clasificados como:

Tipo I: Antioxidantes primarios (“scavengers” o captores de radicales libres).
Previenen la oxidacion en cadena, reaccionando directamente con los

radicales libres, generando especies neutras 0 menos reactivas.
Tipo Il: Antioxidantes secundarios. Retardan el proceso de oxidacion mediante

vias indirectas, como la quelacibn de metales y la regeneracion de

antioxidantes primarios (Galano, 2017).
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METODOLOGIA
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METODOLOGIA EXPERIMENTAL

Reduccioén del radical libre DPPH

Para la evaluacion de capacidad antioxidante de los compuestos con

caracteristicas polares, mediante el mecanismo de donacion de atomos de hidrégeno,

se realizd el ensayo de reduccion del radical libre DPPH, siguiendo modificaciones al

protocolo descrito por Stanislaw Burda (Burda, et al., 2001).

NO, NO,
. H
O,N N—N - o, N—N
NO, NO,
Difenil picril hidracilo Difenil picril hidrazina

Fig. 42. Reduccion del radical libre DPPH.

El método esta fundamentado en la reduccion del radical estable 2,2-Difenil-1-

picrilhidrazilo o DPPH (Fig. 42), que, en solucion alcohdlica, presenta una coloracion

violeta intensa, debido a su electron desapareado, con absorbancia a 517 nm; a medida

gue el radical se neutraliza, la coloracidon se pierde y la absorbancia disminuye. Dicha

decoloracion tiene relacidn estequiométrica con respecto al nimero de hidrégenos

recibidos de los compuestos antioxidantes (Kedare, et al., 2011).
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La cinética de la reaccion ocurrida entre el DPPH y los antioxidantes no es lineal,
por lo que comunmente se reportan valores de CEso para expresar la capacidad

antioxidante (Huang, et al., 2005).

Procedimiento

Se prepar6 una disolucion metandlica de DPPH 125 uM, a esta concentracion, se

cumple la ley de Lambert-Beer ( Kedare, et al., 2011).

Para los extractos a evaluar, se prepararon disoluciones metandlicas de
concentracion 1 mg/ml, y se realizaron 10 diluciones seriadas por triplicado, utilizando
metanol como solvente, obteniendo las concentraciones descritas en la tabla 16. El

volumen de muestra a analizar en cada tubo fue de 500 uM.

Tabla 16. Diluciones seriadas

[0.0012mg/ml] Tubo 10 Tubo 10 Tubo 10
[0.0025mg/ml] Tubo 9 Tubo 9 Tubo 9
[0.005mg/ml] Tubo 8 Tubo 8 Tubo 8
[0.01mg/ml] Tubo 7 Tubo 7 Tubo 7
[0.03mg/ml] Tubo 6 Tubo 6 Tubo 6
[0.06mg/ml] Tubo 5 Tubo 5 Tubo 5
[0.125mg/ml] Tubo 4 Tubo 4 Tubo 4
[0.25mg/ml] Tubo 3 Tubo 3 Tubo 3
[0.5mg/ml] Tubo 2 Tubo 2 Tubo 2
[Img/ml] Tubo 1 Tubo 1 Tubo 1
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Posteriormente, se adicionaron 500 ul de solucién DPPH 125 yM a todos los
tubos, y se dejaron reposar por un periodo de 30 minutos en ausencia de luz.

Trascurridos los 30 minutos, se realizaron lecturas de absorbancia a 517 nm en
espectrofotometro a una longitud de onda de 517 nm, utilizando una celda de cuarzo
Sigma spectrophotometer cuvet, ajustando como blanco el metanol, y registrando la

absorbancia de la solucién de DPPH 125 mM como referencia.

Se graficaron los datos obtenidos, con el fin de crear una curva de calibracion,
siendo la variable independiente la concentracion, y la dependiente el porcentaje de

actividad antioxidante, donde:

% Actividad antioxidante= |1 -| Am x 100
AC

Am= Absorbancia promedio de la muestra

Ac= Absorbancia de la muestra control (DPPH)

La concentracion media efectiva CEso cada muestra evaluada, fue calculada a

partir de la ecuacion de la recta correspondiente.
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Reduccién del cation radical ABTS®**

Para determinar la actividad antioxidante de compuestos donadores de protones,

se llevo a cabo el ensayo de reduccion del catidon radical ABTS** (Re, et al., 1999).

El método consiste en la generacion del cation radical ABTS**, haciendo
reaccionar el acido 2,2'-azino-bis-(3etilbenzotiazolin-6-sulfénico) (ABTS), con un fuerte
oxidante, como el persulfato de potasio (K2S20s), lo que genera una solucion con

coloracion azul-verde con absorbancia a 734 nm.

La adicion de antioxidantes al radical cation preformado, lo reduce a ABTS neutro,
provocando una decoloracion de la disolucidn proporcional al porcentaje de inhibicion del
ABTS**. El método puede utilizarse en el analisis y estudio tanto de antioxidantes

hidrosolubles, como antioxidantes liposolubles (Re, et al., 1999).

SO4H

§ s soH
{ =T
ISl

I KyS,05
\> s SO;H
OO
SO s k } S SOH
+ — + )

| * o —> “\H/H”{ND "
s SO4H S &
/ { :O/ SOzH
N + N—
Jostn
SO,H S K

ABTS

Fig. 43. Oxidacion del ABTS por persulfato de potasio para la generacién de ABTS**., y su reaccién con

un compuesto antioxidante.

84




Procedimiento

Para la generacion del cation radical ABTS®*, se prepararon 5 ml de solucién
acuosa de ABTS 7.5 mM, y se adicionaron 0.0033 g de persulfato de potasio. Esta

solucion se dej6 en reposo por 18 horas en condiciones de oscuridad.

Previo al cumplimiento de las 18 h, se prepararon las soluciones patrén 1 mg/ml
de las muestras a evaluar, utilizando metanol como solvente, y se generaron 10
diluciones seriadas por triplicado, obteniendo las concentraciones descritas en la tabla
16. El volumen total en los tubos de las diluciones fue de 100 pl. Una vez generadas las
diluciones, 20 ul de muestra de cada tubo fueron transferidos a una segunda serie de

tubos.

Transcurridas las 18 h de reposo de la solucion patron de ABTS**, se tomd una
alicuota y diluy6é en metanol suficiente para generar una solucién 0.075 mM (75 uM). De
esta solucién, 980 pl fueron adicionados a cada uno de los tubos de la segunda serie

(contenientes de 20 pl de muestra).

Inmediatamente, se realizaron las lecturas de absorbancia en espectrofotometro
a una longitud de onda de 734 nm ajustando como blanco el metanol, y registrando la

absorbancia de la solucion de ABTS** 0.075 mM como referencia.

Se graficaron los datos obtenidos, siendo la variable independiente la

concentracion, y la dependiente el porcentaje de actividad antioxidante, donde:
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% Actividad antioxidante = |1 -| Am x 100
AC

Am= Absorbancia promedio de la muestra

Ac= Absorbancia de la muestra control (DPPH)

La concentracion media efectiva CEso cada muestra evaluada, fue calculada a

partir de la ecuacion de la recta correspondiente.

Decoloracién oxidativa de B-caroteno

Para la determinacion de actividad antioxidante por mecanismo de donacion de
hidrogenos para compuestos liposolubles e hidrosolubles, se realiz6 el método de
decoloracion oxidativa inducida por calor, del B-caroteno, realizando modificaciones al

protocolo descrito por Stanislaw Burda (Burda, et al., 2001).

El método se fundamenta en la pérdida de color amarillo del B-caroteno por su
reaccion con los radicales libres derivados de la oxidacion del acido linoleico en una
emulsion. La presencia de antioxidantes en las muestras evaluadas disminuye la
velocidad de decoloracion del B-caroteno, lo que se determina colorimétricamente a una
longitud de onda de 450 nm. Los resultados del ensayo son generalmente reportados

como porcentaje de inhibicion de decoloracion de B-caroteno (Msaada, et al., 2017).
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Procedimiento

Para la preparacion de la emulsion de B-caroteno, se disolvieron 0.2 mg de B-
caroteno en 1 ml de DCM, y se adicionaron 20 ul de acido linoleico y 200 ul de Tween
20. Una vez homogeneizada la solucion, se colocé en oscuridad por 40 minutos o hasta

gue el solvente se evaporara.

Se preparo la solucién de la muestra a evaluar, la concentracion se determiné en
funcién de la coloracion de las muestras, con la finalidad de que no interfiriera con la
absorbancia del B-caroteno. La solucidon se distribuyé en tres tubos de ensayo en

alicuotas de 350 pl, de esta manera el ensayo se realizo por triplicado.

Una vez evaporado el disolvente de la emulsion, se adicionaron 50 ml de agua
destilada, previamente burbujeada por una hora, y se adicionaron 2.5 ml de solucion a
cada tubo de ensayo, asi como a tres tubos con Unicamente soluciéon de B-caroteno,

como control.

Las absorbancias de las muestras, en el tiempo T=0 fueron registradas a una

longitud de onda de 470 nm, utilizando agua destilada como blanco.

Las muestras fueron sometidas a un tratamiento térmico a 50°C por un periodo de
120 minutos, y una vez transcurrido, se realizé una segunda lectura de las muestras a
470 nm para T=120.
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Se calculé el porcentaje de actividad antioxidante, en base a la siguiente formula:

% Actividad antioxidante= |[1-| Am®—-Am'2? x 100
AcP-Act20

Am®= Promedio de las absorbancias de la muestra a T=0 min.
Am!2°= Promedio de las absorbancias de la muestra a T=120 min.
Ac®= Promedio de las absorbancias de la solucién control a T=0 min.

Ac'®=Promedio de las absorbancias de la solucion control a T=120 min.

Inhibiciéon de la enzima acetilcolinesterasa

Para la evaluacion de la actividad inhibitoria de la enzima acetilcolinesterasa se
empled el método de Ellman, un ensayo basado en la determinacion de tioles, siguiendo

modificaciones a la metodologia de Adewusi y col. (Adewusi, et al., 2011).

El método de Ellman es ampliamente utilizado para la medicion indirecta de
actividad de colinesterasa por medio de la cuantificacibn de la concentracién del
compuesto cromogénico acido 5-tio-2-nitrobenzoico (TNB) formado a partir de la
reaccion del acido 5,5-ditiobis-2-nitrobenzoico (DTNB), y tiocolina, producto de la

hidrolisis del sustrato acetilcolina por la enzima acetilcolinesterasa.
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Procedimiento

En una placa de 96 pocillos, se colocaron 75 ul del amortiguador Trizma-HCI (50
nM, pH8). Posteriormente, se depositaron 75 yl del analito, disuelto en DMSO, en el
primer pocillo para realizar diluciones seriadas, obteniéndose concentraciones de 150 a

2.4 pg/ml en amortiguador, y DMSO a una concentracion final méxima de 0.15%.

A cada pocillo se le adicionaron 25 pul de solucion, en amortiguador, de yoduro de
acetilcolina 15 mM, seguido de 125 pl del reactivo de Ellman, DTNB 3 mM, también en

amortiguador.

Se tomo lectura de la absorbancia a una longitud de onda de 405 nm, las lecturas
se realizaron por triplicado en intervalos de 45 s. Posterior a las lecturas, cada pocillo fue
adicionado con 25 pl de una solucidbn de la enzima acetilcolinesterasa a una

concentracion de U/ml en amortiguador con albumina sérica bovina 0.1 mg/ml y se
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evalué la absorbancia cinco veces en intervalos de 45 s a la misma longitud de onda que
la primera lectura. Se utilizaron 6 pocillos de cada placa como control del 100% de

actividad enzimatica.

Para corregir la variacion de absorbancia causada por la hidrolisis espontanea del

sustrato, se restaron las absorbancias posteriores y previas a la adicion de la enzima.

El porcentaje de inhibicion enzimatica se calculé mediante la siguiente ecuacion:

% inhibicion =[ 1 - (A muestra/ A control) ] x 100

A Muestra = diferencia de absorbancia entre el tiempo 0 y el tiempo 225 segundos en

presencia de cualquier compuesto prueba o inhibidor.

A control = diferencia de absorbancia entre el tiempo 0 y el tiempo 225 segundos del control

del 100% de actividad enzimatica.

La concentracioén inhibitoria media (IC50) se calculé graficando el porcentaje de

inhibicién contra la concentracion.

El ensayo se realizé por cuadriplicado, utilizando galantamina (Fig. 45) como

control positivo.
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Fig.45 . Estructura de la Galantamina.
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DISCUSION DE RESULTADOS
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DISCUSION DE RESULTADOS

Ensayos antioxidantes de las particiones del extracto crudo de raiz de S.

brandegeei

Para el extracto crudo y las particiones (agua, butanol, DCM, y n-hexano) de la

raiz de S. brandegeei, se llevaron a cabo las tres metodologias de ensayos antioxidantes.

Resultados del ensayo de reduccion del radical libre DPPH

Tabla 17. Resultados de evaluacion de actividad antioxidante de las

particiones por el método de reduccién del radical libre DPPH.

Particién CEso (mg/ml)
Crudo 2.65
Acuoso 1.44
Butanolico 0.0018
DCM 0.21
n-hexanico 2.07
Quercetina 0.003
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CESD

25

15

0.5

Reduccion del radical libre DPPH

2.65

2.07

144

0.0018 | 0.21 | 0,003

Crudo Acuoso Butandlico DCM n-hexdnico Quercetinag
PARTICION

Graéfica 1. Resultados de reduccion del radical libre DPPH de las particiones y extracto crudo de

S.brandegeei.

Resultados del ensayo de reduccién del radical catibn ABTS**

Tabla 18. Resultados de evaluacién de actividad antioxidante de las

particiones por el método de reduccion del radical cation ABTS*".

Particion CEso (mg/ml)
Crudo 4.207
Acuoso 0.825
Butanolico 1.834
DCM 2.285
n-hexanico 2.613
Quercetina 0.050

94




4.5

3.5

2.5

C E':C

1.5

0.5

Reduccion del radical cation ABTS®**

4.207

2.285

1.834

0.825

Crudo Acuoso Butanodlico DCM

PARTICIONES

y extracto crudo de S.brandegeei.
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Graéfica 2. Resultados de reduccion del radical cation ABTS** de las particiones

0.05

Quercetina

Resultados del ensayo de inhibiciéon de blanqueamiento de B-

caroteno

Para el extracto crudo y las particiones, se utilizaron muestras en solucién de

concentracion 1mg/ml, el estandar, a-tocoferol, también se evalué a la misma

concentracion.

95




Tabla 19. Resultados de evaluacion de actividad antioxidante de las particiones

por el método de inhibicién de blanqueamiento de B-caroteno.

Particion % de inhibicién?
Crudo 47
Acuoso 67
Butandlico 99
DCM 51
n-hexanico 89
a-tocoferol 60

1 9% de inhibicién de blanqueamiento térmico oxidativo de B-caroteno.

Inhibicion de blanqueamiento de B-caroteno

120

100
99

20 89 |

&0 67

% DE INHIBICION

51

20

Crudo Acuoso Butandlico DCM n-hexanico a-tocoferal

PARTICIONES

Gréfica 3. Resultados de inhibicién de blanqueamiento de $-caroteno de las particiones y extracto crudo

de S.brandegeei.
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Tabla 20. Resumen de resultados de evaluacion de actividad antioxidante de las

particiones.
Particion DPPH ABTSe* B-caroteno
CEso (mg/ml) CEso (mg/ml) % de inhibicién

Crudo (RSBC) 2.65 4.207 47
Acuoso (RSBA) 1.44 0.825 67
Butandlico (RSBB) 0.0018 1.834 99
DCM (RSBD) 0.21 2.285 51
n-Hexano (RSBH) 2.07 2.613 89
Quercetina 0.003 0.050 -
a-tocoferol - - 60

Las plantas generan dos tipos de antioxidantes: polares (como los polifenoles), y
no polares (como los tocoferoles); no existe una técnica adecuada para evaluar
confiablemente ambos grupos de compuestos. Con el objetivo de englobar los distintos
tipos y cinéticas antioxidantes, se llevaron a cabo tres técnicas distintas, DPPH, para
evaluar la actividad de los antioxidantes polares donadores de atomos de hidrégeno; B-
caroteno, que determina la efectividad de los antioxidantes apolares, donadores de
hidrogeno; y ABTS, que tasa la capacidad de antioxidantes polares y apolares,
donadores de electrones.

En el ensayo de reduccion del radical libre DPPH, la particion butandlica presenté
la mejor actividad, mostrando el menor CEso, es decir, requirid6 menor concentracion de
muestra para reducir el 50% de los radicales libres, superando al extracto crudo y al
estandar utilizado, quercetina. La particion de DCM (RSBD) presenté la segunda mejor

actividad en este ensayo, con una CEso por debajo de 1 mg/ml. El extracto crudo presenté
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los valores més altos de CEso, por lo tanto, la menor capacidad antioxidante en este
experimento. Debido a la naturaleza polar de la solucibn DPPH, las particiones de
polaridad media y media alta (butandlica y de DCM), presentaron las mejores
actividades, mientras que la de polaridad mas baja, presenté el menor efecto. Por sus
caracteristicas polares, se esperaba que el extracto acuoso presentara una mejor
actividad en el ensayo de DPPH, sin embargo, al tratarse de un extracto crudo, la
complejidad de su composicidon, asi como la dinAmica entre las moléculas que la
componen, no permite generar una conclusion sobre la causa de la baja actividad que

presentd en relacion con particiones de menor polaridad.

En la evaluacion de actividad antioxidante mediante la técnica de reduccion del
radical cation ABTS** ninguna de las particiones super6 la actividad del estandar
utilizado, quercetina, sin embargo, la particion acuosa mostré tener la mejor actividad
antioxidante de entre las muestras evaluadas, requiriendo una concentracién de 0.825
para inhibir el 50% de los radicales libres. En contraste con su resultado en el ensayo de
DPPH, el extracto acuoso exhibi6 un mejor perfii como antioxidante donador de
electrones, superando al resto de las particiones y al extracto crudo, que presentaron
concentraciones medias efectivas por encima de 1 mg/ml. En extracto crudo mostro el
desempefio mas bajo en este ensayo, con una CEso de 4.207 mg/ml, esto puede deberse
a un posible antagonismo entre las estructuras presentes en el extracto crudo, o bien, la
alta cantidad de estructuras presentes impide la interaccion entre metabolitos con perfil

antioxidante y radicales libres.

En el ensayo de blanqueamiento oxidativo de B-caroteno, la particion butandlica
presentd un 99% de inhibicion de decoloracién de [(-caroteno, superando al extracto
crudo y al estandar utilizado, a-tocoferol, uno de los antioxidantes naturales de mayor
importancia. La particion de n-hexano, también exhibio una alta actividad antioxidante en
este ensayo, inhibiendo en un 89% la decoloracién del p-caroteno, esto podria ser un
indicador de que los metabolitos presentes en la particion de baja polaridad tienen una

actividad antioxidante mas similar al a-tocoferol, que a los polifenoles. La particion
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acuosa también exhibié actividad por encima del estandar, mientras que la actividad mas

baja la presento el extracto crudo.

Ensayos antioxidantes de las reuniones obtenidas del

fraccionamiento cromatografico del extracto hexanico

Se realizaron ensayos de actividad antioxidante mediante las técnicas descritas
en la metodologia, para las 14 reuniones obtenidas a partir del fraccionamiento

cromatografico del extracto hexanico de la raiz de S. brandegeei.

Resultados del ensayo de reduccién del radical libre DPPH

Tabla 21. Resultados de evaluacién de actividad antioxidante de las

particiones por el método de reduccion del radical libre DPPH.

Reunién CEso (mg/ml)
1 0.0355
2 0.0415
3 0.0110
4 0.2335
5 0.0200
6 0.1060
7 0.0580
8 4.7x10°%
9 0.0540

10 0.0088
11 0.0077

99




Quercetina
13
12
11

10

Reuniones

5
4
3
2
1
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E. Hexanico 2.0700
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Reduccion del radical libre DPPH

0.003
0.11
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0.000047
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0.02
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0.042
0.035
2.07
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Gréfica 4. Resultados de reduccion del radical libore DPPH de las reuniones del extracto hexanico de S.

brandegeei.

Con fines meramente ilustrativos, se presenta una gréafica logaritmica (Grafica 5)

gue permite comparar mas claramente los resultados obtenidos en este ensayo.
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Grafica logaritmica de resultados de DPPH

Quercetina
13
12

. hexanico

5 1 0.2 0.04 0.008 0.0016 0.00032 0.000064  0.0000128

Gréfica 5. Gréfica logio de los resultados de reduccién del radical libore DPPH de las reuniones del

extracto hexanico de S. brandegeei.
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Resultados del ensayo de reduccion del radical cation ABTS**

Tabla 22. Resultados de evaluaciéon de actividad antioxidante de las reuniones del extracto
hexanico de S. brandegeei. por el método de reduccion del radical cation ABTS**.

Reunidn CEso (mg/ml)

1 0.6957

2 0.7725

3 0.8019

4 4.1400

5 2.2600

6 1.9200

7 1.8800

8 0.7690

9 1.2407

10 0.8700

11 1.7100

12 2.8500

13 3.6800

E. Hexanico 2.6130
Quercetina 0.0500
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Gréfica 6. Resultados de reduccién del radical cation ABTS** de las reuniones del extracto hexanico de

La actividad antioxidante de las reuniones por el método de B-caroteno, se evaluo
a una concentracion de 0.025 mg/ml para todas las muestras. Para la seleccion de esta
concentracion se consideraron las caracteristicas de coloracion intensa de las reuniones,

se determind que, a esta concentracion, no se apreciaba interferencia en la lectura de

i 0.05

Resultados del ensayo de inhibicion de blanqueamiento de B-caroteno

absorbancias.
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Debido a las caracteristicas apolares de los compuestos presentes en el extracto
hexanico, fue necesario adicionar acetona en proporcién de 10% de volumen total de

solvente adicionado a cada muestra, para ser evaluadas bajo las mismas condiciones.

Tabla 23. Resultados de evaluacién de actividad antioxidante de las reuniones del
extracto hexanico de S. brandegeei por el método de inhibiciéon de blanqueamiento de

B-caroteno.
Reunion % de inhibicién?
1 45.15
2 30.71
3 12.81
4 8.77
5 19.16
.6 70.11
7 67.82
8 34.76
9 58.57
10 97.70
11 84.13
12 64.62
13 90.80
E. Hexanico 90.09

1 9% de inhibicién de blanqueamiento térmico oxidativo de B-caroteno.
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Inhibicion de blanqueamiento de B-caroteno
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Gréfica 7. Resultados de inhibicién de blanqueamiento de B-caroteno de las reuniones del extracto

hexéanico de S. brandegeei.
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Tabla 24. Resumen de resultados de evaluacion de actividad

antioxidante de las reuniones.

_ DPPH ABTSe* B-caroteno
Reunién
CEso CEso % de inhibicién?

R1 0.0355 0.6957 45.15
R2 0.0415 0.7725 30.71
R3 0.0110 0.8019 12.81
R4 0.2335 4.1400 8.77
R5 0.0200 2.2600 19.16
R6 0.1060 1.9200 70.11
R7 0.0580 1.8800 67.82
R8 4.7x10° 0.7690 34.76
R9 0.0540 1.2407 58.57
R10 0.0088 0.8700 97.70
R11 0.0077 1.7100 84.13
R12 1.1240 2.8500 64.62
R13 0.1100 3.6800 90.80

E. Hexanico 2.0700 2.6130 90.09

Quercetina 0.0030 0.0500 -

Para la reduccion del radical libre DPPH, la reunién 8 presentd el mejor perfil
antioxidante, requiriendo una concentracion media efectiva de 4.7x10°, superando a la
guercetina. Las reuniones R10 y R11, presentaron CEso cercanas a la exhibida por el
estandar. Las actividades mas bajas las mostraron las reuniones R4, R13, y R12 esta

ultima superando 1 mg/ml de CEso. No se observo una relacion entre el incremento en la
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polaridad de las reuniones y una mejora en su actividad antioxidante, sin embargo, la
composicion de las reuniones es desconocida, por lo que no es posible generar una

explicacion sobre el comportamiento de estas en los ensayos antioxidantes realizados.

Pese a que ninguna de las reuniones evaluadas superé al estandar
utilizado, quercetina, las reuniones R1, R2, y R8, exhibieron un mejor perfil como
antioxidantes donadores de electrones, evaluados mediante el ensayo ABTS**. La
reunion 8, vuelve a aparecer dentro de las reuniones con mejores resultados, lo cual
podria ser un indicador de la presencia de estructuras con alta actividad antioxidante, o
bien, que existe un efecto sinérgico entre los metabolitos que la componen que
maximizan la capacidad antioxidante de la mezcla. Las concentraciones medias efectivas
mas altas, y por lo tanto, los resultados menos favorables, correspondieron a las
reuniones R12, R13, y R4, esta ultima requiriendo una concentracion de 4.14mg/ml para
neutralizar el 50% de los radicales libres. Nuevamente, no se observé un indicador claro
gue relacione la polaridad de las muestras con su capacidad antioxidante, siendo las dos
reuniones mas apolares, y una reunion de polaridad media alta, las que presentaron un
mejor desempefio en la prueba, que podria atribuirse a estructuras distintas a aquellas

de tipo polifendlico.

En el ensayo de inhibicion de decoloracion de B-caroteno, las reuniones de mayor
polaridad mostraron un mejor perfil antioxidante, particularmente la reunion R10,
inhibiendo casi el 98% de oxidacidén del carotenoide a la concentracion evaluada; por el
contrario, la reunién R4, que previamente obtuvo los mejores resultados, presenté el

porcentaje mas bajo de inhibicion.

Debido a que se trata de extractos multicomponentes, no es posible proponer una
explicacion estructural concreta ni atribuirle a un solo compuesto la actividad
antioxidante, pues la capacidad de neutralizar radicales libres puede ser consecuencia

de un efecto sinérgico de una variedad de compuestos distintos, o bien, la falta de
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actividad no debe significar la ausencia de antioxidantes, sino que puede tratarse de un

impedimento espacial para interaccionar con los radicales libres.

Si bien, en la literatura cientifica la capacidad antioxidante es ampliamente
atribuida a compuestos de tipo polifenoles, principalmente flavonoides y flavononas, los
extractos de baja polaridad han demostrado un buen potencial antioxidante, tal es el caso
del extracto hexanico de Danshen, evaluado por Gordon (Gordon, 1992) que supero la
actividad antioxidante exhibida por sus contrapartes polares en la inhibicion de oxidacién
de lipidos. En extractos de media y baja polaridad de salvias, la actividad antioxidante
tiende a atribuirse principalmente a los compuestos de tipo Tanshinona (Gordon, 1992;
Matkowski, et al., 2008; Zhu, et al.,2004), las Tanshinonas con anillo A aromatico han
mostrado la mejor capacidad antioxidante dentro de este grupo, Tanhinona | y
Dehidrotanshinona han exhibido un alto perfil antioxidante comparado con Tanshinonas
con anillo A aliciclico en estudios previos (Weng & Gordon, 1992) (Fig. 46)

Q CH, 4 CH,
0]
A \

Q
HsC  CHs HsC  CHs

0 CHy Q CH,
o 0
C D

0 0
CH, CH,4

Fig. 46. A: Tanshinona IIA, B: Criptotanshinona, C: Tanshinona |, D: Dehidrotanshinona.
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Ciertos diterpenos como la rosmariquinona, ferruginol, taxodiona y otros
diterpenoides, particularmente quindnicos, presentes en diversas variedades de salvias,
han sido evaluados como antioxidantes con resultados sobresalientes (Houlihan, et al.,
1985; Kolak, et al., 2009; Saijo, et al., 2015)

Otro grupo de compuestos de actividad antioxidante relevante presentes en los
extractos de baja polaridad de salvias son los compuestos triterpénicos: el acido ursadlico
y el &cido oleandlico han sido estudiados por su capacidad para inhibir o retrasar la

oxidacion de lipidos, con resultados satisfactorios (Assimopoulou, et al., 2005).

La presencia de compuestos de estas clases en el extracto hexanico de S.
brandegeei evaluado en esta tesis, podria explicar la actividad antioxidante observada
particularmente en las reuniones R1y R2, las reuniones mas polares, asi como la R8 de
polaridad intermedia, que, en promedio, presentaron las actividades antioxidantes mas

importantes en los tres ensayos realizados.

Resumen de los resultados obtenidos en los ensayos antioxidantes

Tabla 25. Resumen de resultados antioxidantes para particiones y reuniones.

Mayor actividad Ensayo DPPH Ensayo ABTS** Ensayo 8-
antioxidante caroteno
Particion? Butanodlica Acuosa Butandlica
Reunidénes? 9,12,11 1,9,2 11,12,14

(tres mejores resultados)

IParticiones generadas a partir del extracto crudo de la raiz de S. brandegeei.

2Reuniones obtenidas del fraccionamiento cromatografico de la particion hexanica.
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Resultados de la evaluaciéon de actividad inhibitoria de acetilcolinesterasa

Se evalud la actividad inhibitoria sobre enzima acetilcolinesterasa por parte del
extracto crudo de raiz de Salvia brandegeei, las particiones de distintas polaridades, y
las reuniones del extracto hexanico. Los resultados se expresan en concentracion

inhibitoria media (C150), expresada en pg/ml.

Tabla 26. Resultados de la evaluacion de inhibicién de acetilcolinesterasa.

Extracto CI50(pg/ml) Extracto CI50(pg/ml)

evaluado evaluado
Gal 0.46 R5 >150
RSBC 111 R6 >150
RSBA >150 R7 >150
RSBB >150 R8 >150
RSBD 6.2 R9 >150
RSBH 39.9 R10 48.4
R1 77.5 R11 >150
R2 18.1 R12 >150
R3 >150 R13 >150
R4 >150

Los resultados de actividad inhibitoria de ACoE del extracto crudo y las
particiones (RSBC, RSBA, RSBB, RSBD, RSBH) indican una mayor capacidad por parte
del extracto de polaridad media (RSBD), seguido por el extracto crudo (RSBC), la posible
presencia de compuestos inhibidores no competitivos podria explicar que la actividad
sea mayor en el extracto crudo que en casi todas las particiones.
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La particibn RSBD, de diclorometano, es un extracto rico en compuestos de tipo
Tanshinona; previo a este trabajo, fueron aislados de dicho extracto, tres Tanshinonas
de tipo abietano: Tanshinona IIA, Criptotanshinona, y 17-Hidroxicriptotanshinona (Diaz,
2019). Dado que esta clase de diterpenos han sido reportados previamente como
inhibidores de ACoE cuando se evalGan conjuntamente, es asumible una relacion entre
la presencia de estos compuestos y la alta actividad inhibitoria de la enzima en esta

particion.

La reuniébn R2 mostr6 la mejor capacidad inhibitoria de ACoE de las muestras
evaluadas, requiriendo una concentracion de 18.1 ug/ml de extracto para la inhibicion del
50% de la enzima, seguida de la reunién R10 con CI50 de 48.4 pg/mly la reunién R1. El

resto de las reuniones, asi como las particiones evaluadas, la CI50 superé los 1501

ug/ml, siendo esta la maxima concentracion evaluada mediante este ensayo.

Para las muestras cuyo CI50 rebasé los 150 pug/ml, se reportan los porcentajes de

inhibicién a la méaxima concentracion.

Tabla 27. Resultados de porcentaje de inhibicion de acetilcolinesterasa.

Extracto evaluado  %lnhibicion(ug/ml)

RSBA 21.3
RSBB 30.6
R3 46.7
R4 45.0
R5 8.8
R6 13.0
R7 16.8
R8 15.6
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R9 48.9

R11 34.5
R12 45.9
R13 4.2

Los porcentajes de inhibicion calculados para las reuniones con IC50 mayor a 150
ug/ml muestran poca actividad inhibitoria cuando se comparan con el control
galantamina, sin embargo, la reunion R9 presenta un porcentaje cercano al 50% a la
concentracion maxima; las CCF realizadas muestran una similitud en la composicion de

las reuniones R9 y R10, de las cuales fue aislada la Criptotanshinona.

Existen pocas publicaciones acerca de la evaluacion de actividad inhibitoria de
ACOE por parte de extractos crudos de plantas que permitan una comparacion adecuada
de los resultados obtenidos con los previamente reportados por otros autores, y al ser
mezclas multicomponentes, no se ha determinado alguna base molecular para la
actividad de extractos en inhibiciones enzimaticas. Dentro de los pocos ensayos de
extractos de salvia en actividad anti ACoE, Ozarowski y colaboradores (Ozarowski, et
al., 2017) reportaron la evaluacion inhibitoria de ACoE in vivo del extracto crudo de raiz
de S. miltiorrhiza (ESM) en diferentes regiones de cerebro de rata. La presencia del ESM
demostré tener un efecto estimulante sobre la memoria a largo plazo, lo que se atribuyé

al incremente de acetilcolina.

Es mayor el interés por evaluar moléculas concretas que extractos. Los
compuestos presentes en las raices de salvia pueden dividirse en polares y apolares.
Los compuestos apolares, principalmente las tanshinonas, son particularmente
atractivas para su evaluacion frente a acetilcolinesterasa. Kim y colaboradores (Kim, et
al., 2007) evaluaron ex vivo tanshinonas mayoritarias en la raiz de S. miltiorrhiza:
tanshinona A, criptotanshinona, y dihidrotanshinona. El ensayo se realizé siguiendo

modificaciones a la metodologia de Ellman, utilizando homogeneizados de cerebro de
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rata como sustrato para las enzimas. Criptotanshinona y dihidrotanshinona demostraron
tener un efecto inhibitorio significativo, con IC50 de 24.3 y 6.9 ug/ml respectivamente,
mientras que Tanshinona IIA no presentd actividad relevante a las concentraciones
evaluadas. Estos resultados presentan concordancia con los obtenidos en la presente
tesis, donde la reunion R10, mayoritariamente Criptotanshinona de acuerdo con CCF
realizadas, mostré6 el segundo mejor perfil inhibitorio de ACoE de las muestras

evaluadas, con IC50 de 48 pug/ml.

Para el compuesto Tanshinona IIA, existen reportes de baja actividad inhibitoria
de ACoE, con IC50 que superan las concentraciones maximas evaluadas (Kim, et al.,
2007; Zhou, et al., 2011). Las reuniones R5 y R6, de las cuales se obtuvo la Tanshinona
lIA aislada, presentaron un bajo perfil inhibitorio, con IC50 mayores a 150 pg/ml,

resultados congruentes con lo reportado en la literatura cientifica.

En las reuniones R1 y R2, la actividad inhibitoria podria atribuirse a la presencia
de otros compuestos congéneres de tanshinonas; de igual manera, en el extracto
hexanico podrian estar presentes estructuras de tipo di y triterpenoides, particularmente
los triterpenos pentaciclicos como el &cido ursolico y el acido corosolico, con potencial

de exhibir un rol en la inhibicion de ACoE.

Los compuestos de tipo Tanshinona no deben descartarse como posible
tratamiento para EA, pues han demostrado un perfil neuroprotector y potencializador de
las sefalizaciones colinérgicas (Kim, et al., 2007) particularmente en ensayos in vivo,
ademas, el extracto crudo ESM, rico en Tanshinonas, ha presentado resultados
significativos en el mejoramiento de la memoria. Los resultados reportados en la
literatura, en congruencia con los obtenidos en la presente tesis, podrian ser un indicativo
de que, si bien las Tanshinonas no presentan un perfil inhibitorio de AcoE sobresaliente,
otros mecanismos de accion podrian generando un efecto protector o amplificador sobre

el sistema colinérgico.
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CONCLUSIONES
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CONCLUSIONES

El trabajo desarrollado en esta tesis permitidé la generacion de las siguientes

conclusiones:

A partir del estudio fitoquimico del extracto hexanico de la raiz de S. brandegeei,
se logr6 el aislamiento, purificacion, y caracterizacion de dos compuestos de tipo
Tanshinona: Tanshinona IllIA y Criptotanshinona, y el compuesto esteroideo B-
Sitosterol. La caracterizacion de las estructuras se realiz6 mediante las técnicas
analiticas de CG-EM y RMN de H, *3C, y bidimensionales.

Se realizaron ensayos para evaluar la capacidad antioxidante del extracto crudo
y las particiones de la raiz de Salvia brandegeei, la particion de disolvente
organico de mayor polaridad (RSBB) presenté un mejor perfil antioxidante al ser
evaluado por las técnicas de DPPH y ABTS, mientras que los extractos de
polaridad media (RSBD) y baja (RSBH) mostraron un mejor efecto en el ensayo

de B-caroteno.

Los resultados antioxidantes de las reuniones del extracto RSBH indican un mejor
perfil de inhibicién oxidativa por parte de los compuestos apolares presentes en
las reuniones R1 y R2, y de polaridad intermedia R8, en los ensayos DPPH y
ABTS; por el contrario, en el ensayo de B-caroteno, los compuestos de mayor
polaridad dentro del extracto hexanico exhibieron un mejor caracter antioxidante,
las reuniones R10 y R13 presentaron inhibiciones de mas de 90% a la

concentracion evaluada.

Se realizaron ensayos de inhibicion de la enzima acetilcolinesterasa por parte de

las particiones de distintas polaridades de la raiz de S. brandegeei, donde el

115




RSBC y RSBD presentaron los mejores resultados inhibitorios. En estudios

fitoquimico previo de RSBD, se detectaron tres compuestos de tipo Tanshinonas,

citados por la literatura cientifica como inhibidores de AcoE, lo que sugiere que la

presencia de estos compuestos jugé un papel importante en el buen desempefio

inhibitorio de la reunion.
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TECNICAS EXPERIMENTALES
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Instrumentacion

Espectroscopia UV-vis

Para las lecturas de absorbancia realizadas en los ensayos antioxidantes, se
utilizé un equipo de espectrofotometria THERMO SCIENTIFIC, modelo Genesys 20, en
celdas de cuarzo de 10 mm. Los disolventes empleados- metanol, DCM, acetona, agua

destilada- variaron en concordancia con la técnica.

Espectrometria de Masas

Los espectros de masas de los compuestos se obtuvieron en un equipo
compuesto CG-EM, utilizando un cromatégrafo de Gases Thermo Scientific modelo
TRACE 1310 y un espectrémetro de masas de ionizacion por impacto electrénico, de

cuadrupolo sencillo Thermo Scientific modelo ISQ LT.

Resonancia Magnética Nuclear

Los experimentos de resonancia magnética nuclear se realizaron en un equipo

Bruker Avance lll de 400 MHz utilizando CDCIs como disolvente y TMS como referencia

interna. Todos los desplazamientos quimicos (8) se expresan en ppm y las constantes

de acoplamiento (J) se expresan en Hertz (Hz).
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Técnicas cromatograficas

Cromatografia de Capa Fina

Se utilizaron placas FLUKA Analytical de 0.2 mm con indicador fluorescente de
254nm. Se emple6 como agente visualizador luz ultravioleta a 254 y 365nm con una
lampara ultravioleta UVP UVGL-58 Handheld UV Lamp. Oleum y vainillina fueron

seleccionados como reveladores quimicos.

Cromatografia Preparativa

Se emplearon placas preparativas marca Analtech de 20x20 cm, con una fase
estacionaria de silica gel con un poro de 500 um e indicador fluorescente de 254nm. La
deteccion de los productos en las placas se hizo mediante una lampara UVP UVGL-58

Handheld UV Lamp de luz ultravioleta a 254nm y 365nm.

Cromatografia de columna

Se utilizé silica gel grado técnico con tamafio de particula de 0.063-0.040mm
marca Aldrich Chemistry. La preparacion previa de las columnas implic6 un
empaquetado con una mezcla de silica gel y n-hexano.Los solventes de elucion
consistieron en mezclas de n-Hex/AcOEt en distintas proporciones, DCM, acetona y

MeOH, de acuerdo a las caracteristicas del extracto a separar.
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Programas informaticos

Para la realizacion y nomenclatura de las estructuras incluidas en el documento tesis, se

utilizé el programa ChemDraw Professional 16.0 de Perkin Elmer.
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ESPECTRO DE MASAS DE TANSHINONA I1A
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ESPECTRO 'H RMN DE TANSHINONA IIA
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ESPECTRO *C RMN DE TANSHINONA IIA
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ESPECTRO RMN COSY DE TANSHINONA IIA
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ESPECTRO RMN HMBC DE TANSHINONA II1A
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ESPECTRO RMN HSQC DE TANSHINONA I1A
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ESPECTROS DE MASAS DE CRIPTOTANSHINONA
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ESPECTRO 'H RMN DE CRITOTANSHINONA
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ESPECTRO 3*C RMN DE CRITOTANSHINONA
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ESPECTRO COSY RMN DE CRITOTANSHINONA
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ESPECTROS DE MASAS DE B-SITOSTEROL
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ESPECTRO 'H RMN DE B-SITOSTEROL

~1500

=1000
=500
=0

—-1000

1500

N -

A

I" )
o a A MM | iIA,W

Ll

,’|

S,

Hlﬁ_u.

3.0 25 20 1.5 i0 05 L] -0

143

70 &5 &0 55 5D 45

75




