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1. INTRODUCCION

Los compuestos antioxidantes son agentes que intervienen los procesos de
oxidacion, con el fin de evitar, disminuir o retrasar los dafios oxidativos de una
molécula (Prochazkova et al., 2011). Por otro lado los agentes altamente
oxidantes, corresponden a especies radicalarias de alta energia o especies
reactivas de oxigeno (ROS), provenientes de diversas fuentes metabdlicas
coadyuvados por agentes fisicos. Un desbalance respecto de la existencia de
este tipo de agentes radicalarios en el organismo desencadena un fenomeno
conocido como estrés oxidativo y la posterior acumulacion de dafios efectuados
a las biomoléculas puede estar relacionada con gran un numero de
enfermedades crénicas (Aruoma et al., 1998).

Se pueden distinguir a los flavonoides, un grupo de metabolitos secundarios
derivados de plantas, como compuestos con potente actividad antioxidante
previniendo en dafio causado por los radicales libres por muchos mecanismos
diversos (Prochéazkova et al., 2011). Esto, sumado con la amplia presencia que
estos metabolitos tienen en el reino vegetal, los ha convertido en un importante
foco de investigacion dada la necesidad de conocer compuestos antioxidantes
naturales, puesto que al parecer, el consumo de antioxidantes sintéticos puede
estar relacionado con la iniciacion de procesos carcinogénicos (Hocman et al.,
1988).

Considerando los numerosos reportes de relaciones existentes entre el consumo
de antioxidantes exdgenos vegetales y la disminucion en diversas dolencias
como obesidad (Williams et al., 2013) y enfermedades neurodegenerativas
(Halliwell et al., 2001), se visualiza la investigacion de este tipo de compuestos
como fuentes de futuros agentes comercialmente mas aceptados.

Por esta razén, se plantea el aislamiento de un flavonoide relacionado con la
actividad antioxidante determinada a el extracto metandlico de Alchornea
coelophylla (Euphorbiaceae) en estudios previos realizados en el Grupo de
Biotecnologia — Productos Naturales, a través de la utilizacion de diversas
técnicas espectroscépicas y cromatograficas.
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2. MARCO TEORICO
2.1 GENERALIDADES DE LOS RADICALES LIBRES

Los radicales libres, son atomos 0 compuestos reactivos con numeros impares
de electrones (Bergendi et al., 1999) en su capa de valencia que resultan de
procesos metabolicos aerdbicos y que poseen un alto grado de reactividad
qguimica (Valdez et al., 2000), de éstos los que desarrollan funciones mas
trascendentales en sistemas bioldgicos son las Especies Reactivas de Oxigeno
(ROS) y las Especies Reactivas de Nitrogeno (RNS) (Valko et al., 2007).

2.1.1 Especies reactivas de oxigeno (ROS)

Gran parte de los roles que desempefia el oxigeno como sustento de la mayoria
de tipos de vida que se conocen es debido a las diversas formas que éste
elemento puede adoptar para cumplir diferentes tipos de tareas.

Este es el caso de las especies reactivas de oxigeno (ROS), formas reactivas
derivadas del oxigeno molecular, que cumplen diversas funciones benéficas en
el organismo como moléculas de sefializacion y regulacion de autofagia (Wen et
al., 2013), destructores de agentes infecciosos mediante fagocitosis (Halliwell et
al., 2006) y en general especies que a bajas concentraciones han propiciado
condiciones aptas para la formacion de vida en la tierra (Jurének et al., 2013),
dado que cuando sus niveles intracelulares aumentan estos pueden actuar como
mediadores de dafios celulares en macroproteinas, proceso conocido como
estrés oxidativo (Grigorov et al., 2012).

Esto constituye un hecho paraddjico en cuanto a la existencia de este tipo de
especies reactivas de oxigeno. Pues si bien a estas se les atribuyen el desarrollo
de procesos biolégicos importantes (Véase Figura 1), tales como apoptosis de
células dafiadas o hasta la variabilidad genémica; es importante conocer que
estas mismas moléculas pueden acarrear significativos dafios a los tejidos bajo
condiciones que superan la capacidad antioxidante celular normal.

14



(ii ) Facter evolucionario

< x Ps por la emergencia
{ 1) Formacién A ;\'7 de aerobicos
de moléculas o o

primordiales {/’. i
(-

{ 1) Enclencia de la
energla del
metaboismo oxidative

S ™S |\ Q QO 0
|7 4 (v ) Plasticidad genémica
y variablidad de
* especies

® -«
s 0’ © ®°
(%] ::or:::‘l::‘:: ¢ ( v ) Apoptosis de células
i r— A4 dafiadas y transformadas
fagocitosis

Figura 1. Paradoja Biologica de las Especies Reactivas de Oxigeno (ROS)
(Juranek et al., 2013).

El término ROS enmarca una gran cantidad de especies quimicas de diferentes
grados de reactividad y tiempos de vida media. Asi que dentro de esta familia se
encuentran especies muy reactivas y poco estables como los radicales hidroxilo
(OH.), alcoxi (RO-), y peroxilo (ROO:-); también se han detectado especies
radicalarias con tiempos de vida mayores como el anién radical superoxido (Oz-
) y el radical 6xido nitrico (NO-); finalmente se hallan especies no radicalarias
como el peroxido de hidrégeno (H202), el anidn peroxinitrito (ONOO"), los
hidroperoxidos organicos (ROOH) y el &cido hipocloroso (HOCI), entre otros
(Simon et al., 2000).
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Tabla 1. Periodos de tiempos de vida media de las ROS mas representativas
(Bergendi et al., 1999).

Radical Formula | 1'€MPO de vida
media [s]
Radical hidroxilo -OH 10°
Radical alcoxilo RO- 106
Oxigeno singlete 102 10°
Anién peroxinitrito ONOO- 0.05-1
Radical peroxilo ROO: 7
Oxido nitrico ‘NO 1-10
Peréxido de hidrogeno H202 Descomp'o§|0|on
enzimatica
Radical anion O» Descomposicion
superoéxido enzimatica

2.1.2 Mecanismos generadores de ROS

Existen diversos mecanismos para la formacién de las ROS dado que estos
pueden ser generados por tres diferentes tipos de mecanismos: fisicos, quimicos
y bioldgicos.

2.1.2.1 Agentes fisicos que estimulan la generacion de ROS

2.1.2.1.1 Radiaciones ionizantes

Las radiaciones ionizantes causan diversos estimulos en los sistemas
bioldgicos. Como primera medida se tiene la excitacion y posible disociacion del
agua (H20) en diversas especies como agua ionizada (H20%), radical hidrégeno
(H-) y las ROS; y como segunda medida se tiene el aumento de los niveles
intracelulares de las ROS demostrando el aumento de procesos biolégicos
productores de los mismos, como puede ser el caso de un aumento en la
actividad mitocondrial (Yamamori et al., 2012).

2.1.2.1.2 Agentes quimicos que estimulan la generacion de ROS

Actualmente se estudian diversos productos que se considera pueden estimular
de algan modo la produccion de especies reactivas de oxigeno.

Cabe resaltar que existen avances en el estudio de los efectos secundarios
inducidos por el uso de farmacos, entre los cuales se ha logrado demostrar que
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ciertos tipos de drogas inmunosupresoras (Kraaij et al.,, 2011), asi como los
tratamientos con quimioterapéuticos relacionados con la reproductividad
(Lavranos et al., 2012) han logrado intensificar mediante diferentes mecanismos
la produccién de ROS en el organismo.

Adicionalmente ciertos tipos de compuestos pueden ejercer un efecto téxico en
el organismo, como es el caso de las micotoxinas producidas por cierto tipos de
hongos encontrados en cultivos y alimentos (Bouaziz et al., 2013), de esta forma
se ha logrado demostrar que toxinas como la zearalenona y la toxina T-2
producidas por varias especies pertenecientes al género Fusarium inducen un
efecto potencializador en la produccion de las ROS en tejidos de rifién (Bouaziz
et al., 2013) y hepético (Bouaziz et al., 2008).

Por ultimo, otros factores quimicos como la acumulacion de metales en el
organismo pueden inducir a la pérdida de la regulacion redox de las células
debido al aumento en la produccion de las ROS, como es el caso de la
incorporacion de hierro para el tratamiento de la anemia (Koskenkorva-Frank et
al., 2013), los altos niveles de ingesta de selenio (Wang et al., 2014) y aluminio
(Wu et al., 2012).

2.1.2.1.3 Agentes biolégicos envueltos en la generacién de ROS

En el organismo la produccion de ROS estd mediados tanto por factores
enddégenos como por factores exdgenos.

2.1.2.1.31 Mitocondria

La mitocondria es una organela que cumple una gran cantidad de funciones en
el metabolismo celular, destacandose la produccién energética celular a partir
de combustibles metabdlicos conduciendo a la generacién de ATP, proceso
denominado fosforilacién oxidativa que tiene lugar en la cadena transportadora
de electrones mitocondrial (ETC).

La oxidacién tiene lugar en una serie de pasos sucesivos, que compromete
muchos centros de o6xido-reduccién que pueden ser organizados de forma
general en cuatro complejos proteicos alojados en la membrana interna
mitocondrial, como se ilustra en la Figura 2; asi aproximadamente el 90% del
oxigeno consumido por un mamifero es reducido a agua en una reaccion
catalizada por la citocromo oxidasa mitocondrial (Venditti et al., 2013).
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Figura 2. Metabolismo mitocondrial de las ROS y la ETC, formacién del anién
radical superoxido (Kowaltowski et al., 2009).
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Finalmente cualquier pérdida de electrones a lo largo de la ETC resulta en la
generacion del anion radical superéxido (Oz~), a partir de oxigeno molecular
(O2). Estas fugas de electrones tienen lugar principalmente en los complejos | y
[l en los sistemas de transporte de electrones mitocondriales (Bellot et al., 2013).
A partir de la formacion de este radical primario, otros radicales secundarios
pueden ser obtenidos; de esta manera, el anién radical superoxido puede ser
convertido a peréxido de hidrégeno con la ayuda de la enzima Manganeso —
superoxido dismutasa (Mn-SOD) (Kim et al., 2011), y finalmente por medio de
reacciones tipo fenton (Bellot et al., 2013) se puede obtener el muy reactivo
radical hidroxilo (OH), que finalmente tras reaccionar con cualquier tipo de bio-
compuestos dan lugar a agua. Esquema que se puede observar de forma
general en la Figura 3.
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TiBS

Figura 3. Reduccion univalente del oxigeno molecular, dando lugar a la
formacion de agua (Scandalios et al., 2002).

212132 Fagocitosis

Un mecanismo de defensa para la erradicacibn de agentes intrusos
potencialmente patdgenos, es la utilizacion de macréfagos, células dispuestas
con una gran variedad de sistemas antimicrobianos capaces de generar grandes
cantidades de ROS (Bjorkman et al., 2008).

Este proceso de defensa se concentra en un evento llamado “Estallido
Oxidativo”, mediado por el complejo NADPH-oxidasa que es ensamblada
rapidamente luego de la activacion de los neutrofilos, posterior a ello el neutrofilo
produce las ROS O2" y H202 capaces de generar otro tipo de radicales al
reaccionar con otros constituyentes bioquimicos, proceso ilustrado en la Figura
3 (Robinson et al., 2008).
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Figura 4. NADPH oxidasa y su activacién (Bjérkman et al., 2008).
2.1.3 Toxicidad de las ROS

Dada la reactividad de estas especies de oxigeno, tras su formacién, puede
haber serios dafios en los tejidos, dado que las ROS no son selectivas y
rapidamente reaccionaran no solo con sus moléculas objetivo sino que también
lo haran con biomoléculas constitutivas, ocasionando dafio a lipidos, proteinas
y ADN.

2.1.3.1 Interaccion de las ROS con los lipidos

Una caracteristica del tipo de reacciones de los radicales libres es la facilidad
con la que pueden iniciar reacciones en cadena, dado que cuando estos
reaccionan con moléculas biolégicas (moléculas generalmente no radicalarias),
el resultado es otro radical (Halliwell et al., 1993).

Es de esta manera, cuando los radicales altamente reactivos, como es el caso
de los radicales hidroxilo (OH-) y oxigeno singlete (1/,02') interactian con acidos
grasos poliinsaturados (PUFASs), estos reaccionan con los grupos metilenos
formando radicales centrados en el carbono para dar lugar a radicales peroxilos
al haber reaccionado con el oxigeno molecular. Posteriormente, el radical
peroxilo tras reaccionar con otro PUFA da lugar a un hidroperoéxido lipidico que
puede sufrir una reacciéon de escision con metales reducidos, como el Fe*?
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liberando finalmente un radical alcoxilo lipidico que con otro acido graso puede
dar inicio a la reaccion en cadena (Blokhina et al., 2003), como se resumen en
la Figura 5.

PUFA—-H+ OH: ——> PUFA - +H,0
PUFA:- 40, —> PUFA-00-
PUFA—00- + PUFA—H ——>  PUFA — OOH + PUFA-
Fe*? compiejoy + PUFA — OOH ——>Fe*3 (¢4mpiejo) + OH™ + PUFA— O -
PUFA—0O- + PUFA—H ——>  PUFA - OH + PUFA-

Figura 5. Algunas reacciones implicadas en el proceso de peroxidacion lipidica
(Blokhina et al., 2003).

2.1.3.2 Interaccién de las ROS con el ADN

El radical hidroxilo (OH-) puede sufrir reacciones de adicion a los dobles enlaces
presentes en las bases nitrogenadas que integran las secuencias de ADN o de
sustraccién de hidrégenos de los grupos metilos de la timina o de los enlaces C-
H de la 2-deoxiribosa. Asi, la adicion al doble enlace presente entre los C5-C6
de las pirimidinas da como resultado aductos C5-OH y C6-OH, y adiciones a las
purinas generan igualmente aductos C4, C5 y/o C8 sustituidos por grupos
hidroxilo (Cooke et al., 2003).

De forma adicional las lesiones al material genético pueden ser de diferentes
formas, por ejemplo, generando rupturas de una sola cadena o en las que ambas
hebras de la doble hélice se ven comprometidas; pueden también existir lesiones
oxidativas aisladas o en grupo (OCDLs, por sus siglas Oxidative Clustered DNA
Lessions), siendo estas ultimas consideradas cuando dos o més lesiones estan
presentes en una secuencia de por lo menos de 10 pares de bases (Sedelnikova
et al., 2010) (Véase Figura 6).
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Figura 6. Asociacion de diferentes lesiones de ADN persistentes con cancer
humano (Kryston et al., 2011).

2.1.3.3 Interaccion de las ROS con las proteinas

Una vez ocurre el estrés oxidativo, estas especies altamente reactivas pueden
tener como blanco a cualquier bio-molécula, siendo las proteinas el blanco
principal de las especies mas reactivas como los radicales hidroxilo (HO:) y
oxigeno singlete (1/,02), esto se puede evidenciar en la figura 7, donde la
susceptibilidad de las proteinas es mucho mas marcada que la del resto de las
bio-moléculas.
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Figura 7. Reactividad de las ROS frente a diferentes bio-moléculas: A) Radical
hidroxilo; B) Oxigeno singlete (Davies et al., 2005).

El mecanismo mediante el cual el dafio a las proteinas ocurre puede tener lugar
mediante diferentes procesos, uno es la oxidacion de la cadena principal en la
cual el radical hidroxilo sustrae un atomo de hidrégeno de un residuo de
aminoéacido para dar lugar a un radical centrado en el carbono y para luego de
reaccionar con varias especies de oxigeno (O2, HO2 y/o reacciones tipo Fenton)
para dar lugar a un derivado hidroxilado de la proteina inicial (Figura 8).
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Figura 8. Oxidacion de la cadena principal de las proteinas por el radical hidroxilo
(Berlett et al., 1997).

Otro producto de este mecanismo de oxidacion de la cadena principal, bajo
condiciones anoxicas es el entrecruzamiento de proteinas, mediante la inhibicién
de la reaccién d de la Figura 8, en la que un radical libre centrado en el carbono
puede reaccionar con otro para dar lugar a un enlace entre proteinas o residuos
de aminoé&cidos presentes en una misma cadena, resultando en proteinas con
distintos patrones de plegado. Algunas veces cuando las estructuras
hidrofébicas de las proteinas son blanco de estos ataques, las atracciones
electrostéaticas responsables de minimizar la superficie de contacto entre los
residuos hidrofébicos y el medio hidrofilico pueden aumentar las interacciones
entre los radicales centrados en el carbono resultando en estructuras altamente
entrecruzadas, material usualmente referido como lipofuscina (HOhn et al.,
2013).

El segundo mecanismo para el dafio de proteinas mediado por especies
reactivas de oxigeno es el rompimiento de la cadena principal una vez se forma
el radical alcoxilo (Figura 8, reacciones g y h), o por cualquiera de los dos
mecanismo descritos en la Figura 9. El mecanismo de la reaccién a, resulta en
la formacién de una estructura diamida (mecanismo diamida) por parte del
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fragmento N-terminal y otro compuesto con estructura isocianato por parte del
fragmento C-terminal; de forma analoga, por medio de la reaccion b se obtienen
compuestos amida y derivados N-a-cetoacilos (mecanismo a-amidacion),
ambos por una reorganizacién espontanea intramolecular (Berlett et al., 1997)

H O ) H o
HZNA’—H—NHJJ + O—/—N ! ” R
/ R, ’, R
N HQ o O T O
HZN—’—H—NH2 + R, Il NH 1 ”
R, R

H (e} H
HoN ! || NH ! H NH ! H R
R R R

Py

Figura 9. Mecanismos diamida (Reaccion a) y a-amidacion (Reaccion b) para la
ruptura de los enlaces peptidicos (Berlett et al., 1997).

Por dltimo, también puede existir algun tipo de dafio a proteinas por medio de
reacciones con los amino acidos, dado que solo ciertos productos de oxidacion
de los residuos que contienen azufre (cisteina y metionina), pueden ser
revertidos (Chondrogianni et al., 2014). Las alteraciones a amino acidos por
reacciones con radicales libres, son listado a continuacion en la Tabla 2.
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Tabla 2. Algunas modificaciones oxidativas de los amino acidos (Dalle-Donne et

al., 2003).

Categoria del Compuesto

Ejemplos

Cisteina

Oxidacién de un grupo sulfhidrilo (Cys-SH) a la formas derivadas
sulfénico (Cys-SO2H) o sulfénico (Cys-SO3H)

Formacidn de un puente disulfuro (Cys-S-S-Cys) entre dos cisteinas
cercanas dentro de una proteina (Entrecruzamiento intramolecular) o
entre dos proteinas (Entrecruzamiento intermolecular)

Formacidn de un disulfuro mixto (Cys-S-S-glutationa) entre un grupo
sulfhidrilo y glutationa (S-glutationacién)

Acido glutadmico, tirosina,
lisina, leucina, valina,
prolina, isoleucina

Hidroperoéxido

Histidina

2-oxo-histidina

Lisina, cisteina, histidina

Formacidn de un derivado carbonilo por reaccién secundaria con
compuestos carbonilos reactivo derivado de la oxidacion de
carbohidratos (productos de glicoxidacién), lipidos (malondialdehido, 4-
hidroxinonenal, acroleina) y productos finales de reacciones avanzadas
de glicacidon y lipoxidacién

Lisina, arginina, prolina,
treonina

Formacidn de un derivado carbonilo por ataque oxidativo directa en
cadenas laterales de animoacidos (semialdehido a-adipico de lisina,
semialdehido glutdmico de arginina, 2-pirrolidona de prolina, y 4cido 2-
amino-3-cetobutirico de treonina)

Metionina

Sulféxidos de metionina

Fenilalanina

o-tirosina, m-tirosina

Triptéfano

N-formilquinurenina, quinurenina, 5-hidroxitriptéfano, 7-
hidroxitriptéfano

Tirosina

3,4-dihidroxifenilalanina, 3-clorotirosina, 3-nitrotirosina, ditirosina (Tyr-
Tyr)

2.1.4 Compuestos antioxidantes

En la naturaleza existe gran variedad de moléculas que estan en capacidad de
combatir los radicales libres a través de diferentes mecanismos. Este tipo de
compuestos se pueden encontrar tanto dentro de nuestro cuerpo (Compuestos
endogenos), como afuera (Compuesto exdgenos), a continuacion se hace un
resumen general de los antioxidantes mas comunes encontrados en la Tabla 3.
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Tabla 3. Algunos antioxidantes de uso terapéutico (Halliwell et al., 2011).

Categoria del
Compuesto

Ejemplos

Naturales

SOD (CuZnSOD, MnSOD, EC-SOD; recombinante o purificada),
superoéxido reductasa,

tocoferoles, tocotrienoles, coenzima Q, acido lipdico, vitamina C,
adenosina, transferrin, lactoferrina, cisteina, GSH, dipéptidos
conteniendo histidina, piridoxamina, carotenoides, flavonoides,
otros fenoles de plantas, desferroxiamina, otros quelantes naturales
de hierro, melatonina, coelenterazina y antibidticos.

Sintéticos

Tioles (Mercaptopropionilglicina, N-acetilcisteina), quelantes
sintéicos de hierro (ICRF-187, Exjade, hidroxipiridonas), fulerenos,
inhibidores de la xantina oxidasa, inhibidores de superdxido por
fagocitos o por otras NADPH oxidasas, antioxidanes fragmentadores
de cadena lipofilicos, inhibidores de adhesion de fagocitos,
precursores de GSH, mimetizadores de SOD/Catalasa, derivados de
vitamina E o C, derivados de coelenterazina, antibidticos
modificados, antioxidantes mitocondrialmente dirigidas, NXY-059,
PBN.

Agentes
actualmente con
uso clinico que
pueden tener
actividad
antioxidante in vivo
(pero no
desarrollados como
antioxidantes)

Penicilina, bucilamina, aminosaliciatos, apomorfina, selegilina,
flupirtina, omeprazol, 4-hidroxitamoxifen, inhibidores ACE
(quinapril, ramipril, captopril) o receptores antagonistas de la
angiotensina IlI, ketoconazol, probucol, propofol, algunos B
bloqueadores (carvedilol, metoprolol), cimetidina, algunos
bloqueadoras de canales de calcio, fenilbutazona, nitecapona,

entecapona, idebenona, troglitazona, tacrolimus.

2141

Dentro de los compuestos naturalmente producidos en nuestro organismo, se
pueden encontrar muchos tipos de moléculas de diferente naturaleza capaces
de neutralizar los radicales libres mediante diferentes mecanismos. Por esto, se
har& una clasificacién mas general en la que se agruparan los compuestos como

Antioxidantes endégenos

sistemas de defensa antioxidante enzimaticos 0 no enzimaticos.

2.1.4.1.1 Sistemas enziméaticos
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A continuacion se encuentra una descripcion grafica, en la Figura 10, del
funcionamiento del sistema enzimatico antioxidante que compromete la
interaccion de diferentes especies enzimaticas.

SOD = SUPEROXIDO DISMUTASA
CAT = CATALASA

GPx = GLUTATIONA PEROXIDASA
GR = GLUTATIONAREDUCATSA | Hemo - Fe?* - NO
NOS = GXIDO NITRICO SINTASA | *

o NADP* '/, NADPH

ONOO
5
\% \ =z
N

12H0,+ 1, 0 '/\ NADPH
/\ +2GSH C
NADP*

g
w
(2/0 - E\VJ i\w+ GSSG

Figura 10. Sistema enzimético antioxidante.

214111 Superéxido Dismutasa (SOD)

Las Superéxido dismutasas son una familia de metalo-enzimas que de forma
general logran llevar a cabo la conversidon de dos aniones radicales superéxidos
en oxigeno molecular y peroxido de hidrégeno (Reaccion, Figura 10) (Kehrer et
al., 2010). Tipicamente, en la mitocondria se encuentra el tipo de Superdxido
Dismutasa ligada a manganeso (Mn-SOD2); mientras que en el resto de los
constituyentes celulares la actividad antioxidante se debe a la accién de la
metalo-enzima Cu/Zn SOD1 (Reddi et al., 2009).

21411.2 Catalasa

Las catalasas son un grupo de enzimas que incluyen hemo-enzimas, y
manganeso-enzimas encargadas de la dismutacion del peroxido de hidrogeno a
oxigeno molecular y agua (Reaccién, Figura 10) (Nicholls et al., 2012). En los
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mamiferos, esta se expresa en todos los tejidos, encontrandose en altas
concentraciones en el higado, riflones y eritrocitos (Nishikawa et al., 2009).

214113 Glutationa Dismutasa y Reductasa

Las glutation peroxidasas (GPx) catalizan la conversion de la Glutationa (GSH)
dependiente para llevar a cabo la reduccion del peréxido de hidrogeno usando
una molécula de selenio como sitio activo, produciendo agua y glutation disulfuro
(GSSG). Estas enzimas también pueden reducir acidos grasos hidroperoxidos
simples e hidroperoxidos fosfolipidicos (Doroshow et al., 1995; Kehrer et al.,
2010).

La glutation Reductasa (GRXx), cataliza la conversion reductiva del GSSG de
nuevo a GSH, via NADPH.

2.1.4.1.2 Sistemas no enzimaticos

2.1.4.1.2.1 Acido arico

El &cido urico es un producto final enzimético de la degradacion de nucledsidos
purinicos y demas bases libres, lo que genera niveles altos del mismo en la
sangre (Muraoka et al., 2003).EI &cido arico es un buen agente neutralizador de
radicales centrados en el carbono, radicales peroxilos, oxigeno singlete y
radicales hidroxilo, siendo el méas efectivo de todos los metabolitos basados en
la purina, en medio hidrofilico, dado que pierde dicha habilidad en medios
lipofilicos (Sautin et al.,2008). Se estima que esta molécula puede ser
responsable de hasta el 70% de la capacidad del sistema de defensa
antioxidante en la saliva humana (Nagler et al., 2002).

La reaccion de este agente antioxidante con agentes oxidantes muy fuertes
como el radical hidroxilo (OH-), puede generar especies radicalarias que
predominantemente prefieren atacar los lipidos (LDL y membranas) (Sautin et
al.,2008).

2.1.4.1.2.2 Glutationa

Es el tripéptido (y-glutamil-cisteinil-glicina, GSH) de bajo peso molecular mas
abundante, su conversion a glutationa disulfuro (GSSG) conforma el mayor
conjunto redox (GSH/GSSG) en las células animales. Gracias a su residuo de
cisteina, el GSH puede ser facilmente oxidado no enzimaticamente, mecanismo
sobre el cual basa su accion protectiva (Chiou et al., 2000).

La glutationa es una molécula efectiva captando radicales libres y ROS (OH-,
ROO-, ONOO", H202, etc.) directa e indirectamente. Esta ultima estd mediada
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por la accién de las glutation Reductasa y Peroxidasa sobre la GSH dependiente
(Wu et al., 2004).

2.1.4.1.2.3 Vitamina E

Familia de vitaminas liposolubles con un alto nivel de actividad antioxidante.
Compuesta por ocho estereoisémeros a, 3, y, 0 tocoferol y a, B, y, & tocotrienol,
de donde el a-tocoferol es el mas bioactivo en humanos actuando en membranas
celulares, previniendo la peroxidacion lipidica (Rao et al., 2011).

Esta molécula liposoluble debe su actividad antioxidante al hecho de que puede
atrapar los peroxidos lipidicos (LOO-) reduciéndolos a hidroperoéxidos lipidicos
(LOOH), mediante la siguiente reaccion:

3. VitE+ LOG—> LOOH + Vit E-
Donde la especie radicalaria de la vitamina E es muy estable debido a la
deslocalizacién electronica del electron desapareado, evidenciada en las

estructuras de resonancia del mismo (Figura 11), ademas de que la Uultima
estructura es energéticamente favorable (Bast et al., 1991).
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Figura 11. a-Tocoferol y sus estructuras resonantes (Bast et al., 1991).

2.1.4.2 Sistemas ex6genos

2.1.4.2.1 Acido Ascorbico

Compuesto presente en muchas frutas y vegetales con una apreciable actividad
antioxidante de forma directa a través de la captacion de las ROS y especies
radicalarias formadas en procesos metabdlicos como los radicales a-tocoferil y
los que se originan del acido urico, formados cuando este Ultimo reacciona con
compuestos altamente oxidantes como el radical hidroxilo (Halliwell et al., 1990).

Su ausencia en el cuerpo humano puede deberse a la ausencia de la L-gulono-
lactona oxidasa (GulL-0x), la Ultima enzima en su ruta biosintética (Arrigoni et
al., 2002). Debido a esto y a pesar de la continua regeneracion del acido
ascorbico a partir de su radical de ascorbato (AFR) y de su derivado, acido
deshidroascorbico (DHA), se requiere un continuo consumo del acido ascérbico,
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dado que tanto el acido ascérbico como el DHA se mantienen en continua
degradacion. Sin dejar de lado que grandes dosis de acido ascérbico pueden
generar efectos pro-oxidantes en presencia de oxigeno o a través de reacciones
con metales, debido a la formacion de perdxido de hidrégeno (Yen et al., 2002).

L o GSH-p
- AA-pX
. ¥
AA AFR AA
' P
AA DHA «ereeees » AA

GSH  ©SSG

Figura 12. El rol del acido ascoérbico (AA) en la desintoxicacién de las ROS
(Arrigoni et al., 2002). (AFR: Radical libore de ascorbato; DHA: Acido
deshidroascoérbico; AA-px: Ascorbato peroxidasa).

2.1.5 Ensayos parala determinacion de la actividad antioxidante

Los ensayos para la determinacién de la actividad antioxidante pueden
clasificarse segun la naturaleza del mecanismo sobre el cual los antioxidantes
neutralizan los radicales libres; de esta forma, existen ensayos basados en la
transferencia de atomos de hidrégeno (HAT) y ensayos basados en la
transferencia de electrones. A continuacion en la Tabla 4 se mencionan los
ensayos mas usados para la determinacion de la actividad antioxidante y su
clasificacion segun el mecanismo de accion.
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Tabla 4. Ensayos para la determinacion de la actividad antioxidante in

(Huang et al., 2005).

vitro

Ensayos que Implican Hidrégeno
Reacciones de Transferencia

de Atomos
ROO' + AH ROOH + A
ROO: + LH ROOH + L

ORAC (Capacidad de Absorbancia del Radical
Oxigeno)

TRAP (Parametro Antioxidante de Captura de
Radicales Totales )

Ensayo de Blanqueamiento Crocin

IOU (Consumo por Oxigeno Inhibido)
Inhibicidon de la Oxidacion de Acido Linoleico
Inhibicion de la Oxidacidn de LDL

Ensayos por Transferencia de
Electrones

Reaccidén

+ M(n-1)

M(n) + e(from AH) AH.

TEAC (Capacidad Antioxidante de Equivalentes
TROLOX)

FRAP (Pardmetro Antioxidante de la Reduccién del
I6n Férrico

DPPH (Difenil-1-picrilhidrazil)
Capacidad de Reduccién de Cobre (Il)

Ensayo de Fenoles Totales por Reactivo de Folin-
Ciocalteu

Otros Ensayos

TOSC (Capacidad Total de Barrido Oxidante)
Inhibicién de la Reaccién de Oscilacén de Briggs-
Rauscher

Quimioluminiscencia
Electroquimioluminiscencia

2.1.5.1 Ensayos basados en la transferencia de atomos de hidrégeno

(HAT)

Este tipo de ensayos miden la capacidad de un antioxidante de neutralizar los
radicales libres a través de la donacion de atomos de hidrogeno. En este tipo de
ensayos la reactividad relativa del compuesto antioxidante es determinada a
través de la energia de disociacion de enlaces (BDE) del grupo donador de
hidrégeno, es por esto que este tipo de reacciones son independientes del tipo
de solvente y el pH. Cabe destacar que la cinética de este tipo de reacciones es
usualmente rapida, completandose en cuestion de segundo o minutos (Prior et

al., 2005).

2.1.5.2 Ensayos basados en la transferencia de electrones (ET)

Los métodos espectrofotométricos basados en la transferencia de electrones,
miden la capacidad de un antioxidante de reducir un agente oxidante, ocurriendo
generalmente un cambio de color sobre el compuesto reducido. En estos casos
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el cambio de color es directamente proporcional a la concentracion de los
antioxidantes en la muestra. Los casos mas representativos son la pérdida de
color de los ensayos realizados con el radical 1,1-difenil-2-picril-hidrazil (DPPH-)
y el radical cation acido 2,2'-Azinobis-(3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico (ABTS*:)
(Apak et al., 2007).

La reactividad relativa en los métodos de estos ensayos estan basados en la
deprotonacion y el potencial de ionizacién (IP) del grupo funcional reactivo, por
lo que este tipo de reacciones si se ven afectadas por el pH y el solvente, dado
gue generalmente los valores de IP descienden con el aumento del pH,
reflejando un aumento en la capacidad donadora de electrones con la
deprotonacion. Este tipo de reacciones son un poco mas lentas, requiriendo
mayores tiempos (Prior et al., 2005).

2.2 GENERALIDADES DE LOS FLAVONOIDES
2.2.1 Estructura de los flavonoides

Los flavonoides son compuestos fendlicos derivados del benzo-y-pirano
(Skerget et al., 2005; Waksmundzka-Hajnos et al., 2008), conformados
principalmente por un esqueleto basico dado por Cs — C3 — Cs (Véase Figura
13), en el cual se establecen diferenciaciones claras para cada uno de los grupos
de compuestos establecidos dentro de esta familia de moléculas, como
(Waksmundzka-Hajnos et al., 2008):

» La presencia/ausencia del grupo carbonilo en el carbono 4
» La presencia/ausencia de un doble enlace entre los carbonos 2y 3
» La sustitucién del grupo fenil (Anillo B) en el carbono 2 0 3

Figura 13. Estructura general de los flavonoides.

Al igual que la posicién y naturaleza de los sustituyentes (Heim et al., 2002) que
las acompafan, debido a la gran cantidad de flavonoides hasta hoy identificados
se ha observado una sustitucién frecuente en los carbonos 3’y 5’ por grupos
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funcionales como metoxilos (-OCH3), hidroxilos (-OH), o monosacéaridos cuando
se encuentran glicosilados.

Presentan una actividad antioxidante fuerte y notable por tres mecanismos
(Magalhées et al., 2012):

 Expulsion de la actividad de los radicales libres via transferencia de hidrégeno
o donacién de electrones (Magalhées et al., 2012; Havsteen et al., 2002).

* Prevencion de reacciones catalizadas por metales de transicibn como
reacciones tipo Fenton, debido a la quelacion del metal (Pérez et al., 2001;
Havsteen et al., 2002).

 Acciones cooperativas con otros antioxidantes (Apak et al., 2007).

Una vez se conocen las diferenciaciones estructurales, y sus posibles
consecuencias en el caracter antioxidante de las moléculas, se distinguen los
principales grupos de flavonoides como antocianidinas, auronas, catequinas,
chalconas, isoflavonas, flavonas, flavonoles, flavononas y flavononoles:

O @)

| |
]
o

H OH
)
Flavona Flavonol
O
’ |
] o
O
Flavanona Isoflavona
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Figura 14. Estructuras béasicas de los flavonoides (Apak et al., 2007; Rijke et al.,
2006; Andersen et al., 2006).

2.2.2 Actividad bioldgica de los flavonoides

Dentro de los numerosos componentes de las plantas, frutas y vegetales
(Nandakumar et al., 2008), los flavonoides son los compuestos muchas veces
responsables de colores como el rojo, rosado, color de malva, purpura, azul o
violeta en muchas flores y plantas, en forma de antocianinas (Sampietro et al.,
2009) estando de forma simultanea presentes en las células fotosintéticas
(Skerget et al., 2005), también han jugado un papel muy importante en cuanto a
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la prevencion de las afecciones ocasionadas por radicales libres (Hazra et al.,
2010), quizas resultantes de la constante exposicion a radiacion UV.

Se ha encontrado que la actividad de los flavonoides puede ser afectada por la
naturaleza de los sustituyentes presentes en su estructura al igual que su
posicion, estableciendo asi condiciones generalizadas, para una actividad
antioxidante significativa (Apak et al., 2007) tales como:

Una sustitucion orto-dihidroxi en el anillo B, impartiendo estabilidad a los
radicales ariloxi formados por la oxidacion del flavonoide posiblemente por
puentes de hidrégeno y/o electron-deslocalizacion (Apak et al., 2007).

Un doble enlace entre los atomos de carbono 2 y 3 que facilita la transferencia
de electrones en conjugacién con la funcion carbonilo del carbono 4 a través de
electrén-deslocalizacion.

Presencia de grupos hidroxi en ambos carbonos 3y 5 que ayudan a la formacion
de estructuras estables una vez los flavonoides se hayan oxidado.

En el caso de las flavonas y flavanonas las cuales no poseen sustitucion por
parte del grupo hidroxi en el carbono 3 y subsecuente a ello no presentan
actividad antioxidante significativa (Apak et al., 2007).

Adicional a los métodos tradicionales encontrados en los flavonoides para su
actividad antioxidante, también se considera, que estos pueden presentar
inhibiciébn de oxidasas (Pérez et al., 2003), tales como lipoxigenasa (LO) y la
ciclooxigensa (CO), entre otras (Enciso et al., 2011; Havsteen et al., 2002).

Otro mecanismo mediante el cual este tipo de moléculas pueden sustentar
muchas de sus actividades biolégicas puede ser la formacion de complejos
metélicos como la proteccion de ADN, interacciébn con el ADN de células
tumorales (Dolatabadi et al., 2011) y regulacién del nivel de metales en la sangre
(Tarahovsky et al., 2014).

Este tipo de reacciones tiene lugar gracias a la proximidad de dos grupos
hidroxilo o un carbonilo y un hidroxilo, como la interaccion de los grupos catecol
(grupos hidroxilos orto en las posiciones 3’ y 4’ del anillo B), los grupos 3-hidroxi
y 4-carbonilo y los grupos 5-hidroxi y 4-carbonil (Ver Figura 15).
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Figura 15. Probables estructuras de algunos complejos ferro-metélicos con
guercetina, con estequiometria de 1:1 (A-C), 2:1 (D), 3:2 (E) y 3:1 (F) (Ren et al.,
2008; Guo et al., 2007).

2.2.3 Acomplejamiento con AICI3

La fundamentacion de algunas técnicas espectroscopicas para la determinacion
del contenido de flavonoides en determinadas matrices esta relacionada con la
capacidad de formacién de diferentes complejos con dicho tipo de compuestos
(Pekal et al., 2014).

De esta manera, cuando soluciones alcoholicas se hacen reaccionar con dichos
compuestos, se forman complejos metélicos con los sistemas -4 ceto-5/3-hidroxi,
al igual que con los grupos O-dihidroxi del anillo aromatico B, generando un
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desplazamiento batocrémico de la Banda de Absorcién | de alrededor de 60 nm
(Bohm et al., 1998).

Se obtiene mayor informacion si posterior a ello se realiza una acidificacion del
medio, debido a la acido-labilidad del ultimo complejo mencionado, pues a pH
bajo el complejo que involucra el grupo oxo del carbono 4 permanece estable,
de esta manera flavonas o flavonoles pueden ser diferenciados del resto de
nucleos flavonolicos, como se muestra en la Figura 16.

Figura 16. Complejos metalicos formados con AICIs y su acido-labilidad
(Ulubelen et al., 2005).

2.2.4 Reaccion con el reactivo Folin-Ciocalteu

Una técnica para la estimacion de fenoles totales en muestras vegetales o
productos alimenticios muy utilizada es la reaccion con el reactivo de Folin-
Ciocalteu. El fundamento de dicha reaccion esta basada en la habilidad de los
compuestos fenolicos de auto-oxidarse con el fin de reducir la mezcla de acidos
fosfotungstico/fosfomolibdico a un complejo azul, cuantificable
espectroscopicamente (Malgalhdes et al., 2010).

Dicha reaccién fue descubierta y publicada inicialmente por O. Folin y W. Denis
(Folin et al., 1912a, b), pero dado que el croméforo formado es muy inestable a
pH alcalino, se requiere un exceso de reactivo para completar la reaccion, dicho
exceso de reactivo forma un precipitado, por lo cual esta reaccion fue mejorada
por O. Foliny V. Ciocalteu (Folin et al., 1927), al adicionar sulfato de litio (Blainski
et al., 2013).

Finalmente, la estructura del complejo cromé6foro formado al igual que los
mecanismos a través de los cuales transcurre dicha reaccién no se conocen a
profundidad (Schofield et al., 2001).

2.2.5 Separacion de flavonoides
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Como se ha dicho antes, la potencialidad de estas biomoléculas ha impulsado
la investigacion de extractos vegetales, implicando con ello la separacion y
purificacion de los flavonoides con el fin de conocer sus estructuras quimicas,
mecanismos de accion y actividades biolégicas. Para lograr este acometido, la
quimica de productos naturales ha desarrollado gran cantidad de técnicas de
purificacion que van desde los clasicos métodos cromatograficos, hasta los mas
refinados como electroforesis.

2.25.1 Extraccion de flavonoides

La quimica de productos naturales ha utilizado una gran cantidad de técnicas
para llevar a cabo la extraccion de flavonoides desde el material vegetal.

Las primeras fueron la extraccion por maceracion con solvente y reflujos con
calentamiento, operaciones que generalmente tomaban grandes cantidades de
tiempo y de solventes quimicos, con el objetivo de reducir tal cantidad de
solventes potencialmente explosivos y/o téxicos se han desarrollado otras
alternativas para la extraccion de este tipo de metabolitos secundarios (Biesaga
et al., 2011).

Una de ellas consiste en la extraccion con agua a temperatura y presion elevada
con el fin de disminuir la constante dieléctrica del agua (78,5 a temperatura y
presién ambiente) y con ellos modificar el poder disolvente del agua, dado que
el agua supercritica es un excelente solvente para todo tipo de compuestos
organicos. A pesar de ello, muchos compuestos de baja polaridad son
suficientemente solubles para ser arrastrados por el agua por debajo de las
condiciones criticas, de esta manera isoflavonas han sido extraidas de frijol
(Phaseolus vulgaris); catequinas y proantocianidinas de residuales de la
industria vinicola a temperaturas de hasta 150 °C y 60 bar (Hartonen et al.,
2007).

En otras técnicas se ha utilizado CO: supercritico, debido a su no toxicidad y
bajo costo, obteniendo buenos resultados en poco tiempo. A veces también
modificadores organicos como etanol o metanol son usados en este tipo de
extracciones (Shan et al., 2012).

Extracciones asistidas por ultrasonido facilitan el transporte de masa de solvente
a las células vegetales, consumiendo menos energia dado que requiere
temperaturas menores e implica tiempos de extraccion bajos (Yang et al., 2013).
Finalmente, el uso microondas influencia las propiedades de textura, mejorando
la suavidad e incrementando la permeabilidad celular, siendo capaz de lograr la
ruptura celular debido a su alto poder penetrante, resultando en transferencia de
masa fuera de los tejidos vegetales (Huma et al., 2009).

2.2.5.2 Aislamiento de flavonoides

40



Para el aislamiento de flavonoides diversas técnicas cromatograficas pueden ser
utilizadas.

La primera y mas basica herramienta es la utilizacion de la cromatografia de
capa delgada (CCD) para la visualizacion de los flavonoides debido a su
fluorescencia natural frente a la luz ultravioleta, propiedad que puede ser
mejorada luego de rociar la placa con una solucibn al 1% de
difenilboriloxietilamina en MeOH y subsecuentemente revelada con PEG-4000
al 5% en EtOH, el cual disminuye el limite de deteccién de 10 pg (limite de
deteccion promedio para flavonoides en CCD) a 2,5 pug (Andersen et al., 2006),
se obtienen resultados similares cuando la placa es rociada con una solucién de
AICIz al 1% en EtOH (Waksmundzka-Hajnos et al.,, 2008). Las fases
estacionarias mas utilizadas son Silica gel y ODS. De forma anéloga para
efectos de aislamiento, placas de CCD preparativas pueden ser utilizadas
siguiendo la misma metodologia.

Quizas la técnica que ha sido mas utilizada para la purificacion de productos
naturales en general, es la cromatografia en columna. Para realizar
cromatografia de columna los soportes mas utilizados son Sephadex LH-20,
ODS vy poliamida, aunque la utilizaciéon de resinas como DIAION HP-20 y
Amberlite XAD-2 o XAD-7, con gradientes de elucion de metanol — agua, son un
excelente método para la obtencion de fracciones ricas en flavonoides
(Andersen et al., 2006).

De igual forma, en cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC), las aplicaciones
mas comunes corresponden a la utilizacion de soportes de fase reversa (RP-18)
y la utilizaciébn de mezclas como acetonitrilo-agua o metanol-agua, requiriendo
la utilizacibn de algun tipo de modificador acido como férmico, acético,
trifluoroacético, entre otros, con el fin de eliminar la ionizacion de los grupos
fendlicos (Andersen et al., 2006). En este tipo de casos, la cromatografia de fase
normal no es tan utilizada a menos que se quiera buscar flavonoides de baja
polaridad como flavonas polimetoxiladas (Andersen et al., 2006). Generalmente
los detectores de arreglo de diodos son utilizados, debido a que con ellos es
posible registrar la separacion a diferentes longitudes de onda, ademas de la
adquisiciéon de los espectros de absorcion UV para los compuestos separados.
A continuacioén en la Figura 17 se muestra un ejemplo del perfil cromatografico
gue se obtendrian con de este tipo de compuestos:
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Figura 17. Perfil cromatografico de algunos compuestos flavondlicos
(Sakakibara et al., 2003).

2.2.6 ldentificacion de flavonoides
2.2.6.1 Patrones de absorcidn ultravioleta

Todas las variantes estructurales existentes dentro de la familia de los flavonoides,
tienden a absorber dentro de un rango que va desde los 220 a los 600 nm.
Presentando generalmente dos maximos de absorcion que varian en intensidad y
longitudes de onda segun la naturaleza del ndcleo flavondélico (Andersen et al.,
2006); uno a longitud de onda corta (320-385 nm) referido como banda |
correspondiente al sistema aromatico B y otro a longitud de onda larga (250-285
nm) referido como banda Il correspondiente al sistema aromatico A, debido a la
existencia de dos grupos cromaoforos ilustrados en la Figura 18, los grupo cinamoilo
y benzoilo, respectivamente (Ulubelen et al., 2005).
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Figura 18. Grupos cromoforos de los flavonoides (Ulubelen et al., 2005).

La insaturacion entre los carbonos 2 y 3, la posicion de los grupos hidroxilo en
las agliconas, o la presencia de residuos de carbohidratos afectan la absorcion
de los nucleos causando desplazamientos bato e hipsocromicos, debido a que
este tipo de grupos auxocromos (grupos hidroxilos) contribuyen
electronicamente a los sistemas aromaticos, al tiempo que las insaturaciones
favorecen la conjugacién del grupo fenilo (anillo B) con el grupo carbonilo
encontrado en el anillo heterociclico tipo pirona (Kumas et al., 2013), como se
puede apreciar en las estructuras de resonancia tanto del anillo A, como del
anillo B en la Figura 19.

OH OH
HO (@]
-
[
OH (@]
OH
HO (@]
-
[
Ho O

Figura 19. Estructuras resonantes implicadas en la actividad electronica del
anillo pirénico (Bohm et al., 1998).

De esta manera, las flavonas y flavonoles, por contar con su insaturacién entre
los carbonos 2 y 3 del anillo pirano, presentan sus dos bandas de absorcién de
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intensidad considerable en los rangos (310-350) nm y (350-385) nm para la
banda |, y (250-280) nm para las bandas I, respectivamente. Es de destacar el
hecho de que la absorcion de la banda | en flavonoles 3-substituidos sufre un
desplazamiento a longitudes de ondas méas cortas (desplazamiento
hipsocrémico) (Andersen et al., 2006).

Igualmente, las flavononas que carecen de insaturacion entre el carbono 2y 3
solo se observa una sefial de absorcion considerable por parte de la banda Il
dado que el croméforo cinamoilo desaparece y el grupo benzoilo permanece
intacto. Este efecto también es observado en las isoflavonas debido a que el
enlace del anillo B en el carbono 3 imposibilita la conjugacion del grupo fenilo
(Anillo B) con el carbonilo del anillo pirona, reduciendo en ambos casos la
absorcion de la banda Il a solo un hombro con respecto de la otra sefial de
absorcion (Bohm et al., 1998).

Finalmente las chalconas, auronas y antocianinas presentan los siguientes
patrones de absorcién ultravioleta.

e Chalconas: Banda | (365-390) nm intensa y Banda Il (240-270) nm de
menor intensidad.

e Auronas: Bandal (390-430) nm intensa 'y Banda Il (240-270) nm de menor
intensidad.

¢ Antocianinas: Banda | (465-560) nm y Banda Il (270-280) nm, ambas de
intensidad media.

2.2.6.2 Identificacion de flavonoides por Resonancia Magnética Nuclear
(RMN)

Esta herramienta espectrocopica, se ha convertido tal vez en la técnica que mayor
informacion brinda, puesto que con ella pueden dilucidarse estructuras completas,
incluyendo isomeria y configuraciones anomeéricas en el caso de los carbohidratos;
por esta razén la quimica de productos naturales se vuelve de vital importancia
contar con tal tipo de informacién cuando se pretende elucidar estructuralmente
cualquier tipo de molécula aislada, incluyendo los flavonoides.

Al realizar la toma de espectros deben considerarse algunas variables, como el tipo
de solvente a utilizar y los experimentos a realizar. El primero de ellos, puede
depender de la muestra estudiada y su polaridad, por lo cual dada la naturaleza del
nacleo flavondlico altamente polar, el uso de hexadeuterodimetilsulféxido (DMSO-
de) y tetradeuterometanol (CD30OD) ha sido altamente difundido, de igual forma, al
estudiar flavonoides de baja polaridad puede considerarse la utilizacion de
deuterocloroformo (CDCls), pentadeuteropiridina, entre otros. Otro factor que afecta
la eleccion del solvente a utilizar es la temperatura de los experimentos a realizar
dado que la utilizacion de sondas criogénicas pueden acarrear problemas
relacionados con el alto punto de fusion del DMSO (18 °C) o la toma de
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experimentos de alta temperatura como los realizados para observar la
conformacion rotamérica de los nucleos glicosilados pueden afectarse por el bajo
punto de ebullicion del cloroformo (Andersen et al., 2006).

Con respecto de los experimentos a utilizar, los clasicos experimentos
unidimensionales 'H-RMN y 3C-RMN pueden brindar informacién acerca del
namero de hidrogenos y carbonos que constituyen la molécula, descartar o no la
presencia de los carbohidratos mas comunes y su configuracion anomérica
(Agrawal et al., 1992), pero generalmente para completar la distribucién espacial de
este tipo de compuestos es muy necesario conocer las interacciones de ndcleos
vecinos sean o no de la misma naturaleza, para lo cual los experimentos de dos
dimensiones (2D-RMN) pueden ser muy Uutiles.

De esta manera, experimentos de correlacion como COSY (Correlation
Spectroscopy) y TOCSY (Total Correlation Spectroscopy) pueden mostrar las
interacciones homonucleares de protén y heteronucleares protdn-carbono hasta
distancias correspondientes a 4J, respectivamente. Ademas de ello, experimentos
como HMBC (Heteronuclear Multiple Bond Coherence) y HSQC (Heteronuclear
Single Quantum Correlation) pueden mostrar interacciones espaciales a través de
varios carbonos o la relacion Unicamente entre &tomos geminales, respectivamente.

Finalmente, con los amplios estudios realizados sobre este tipo de compuestos, se
ha logrado la identificacién de los desplazamientos de protén y de carbono més
comunes para los diferentes tipos de nucleos flavonélicos conocidos y los efectos
de la glicosilacion sobre los mismos, mostrados en las Tablas 5y 6.

Ademas de ello, para elucidar la estructura de las formas glicosiladas aisladas del
material vegetal se hace importante tener en cuenta los patrones de resonancia de
los carbohidratos, los cuales son observados en rangos muy estrechos para la
totalidad de los atomos que los componen, debido a la similitud de ambientes
guimicos que presentan los protones metinos y metilenos, para tal fin se muestran
algunos de los desplazamientos quimicos para los carbohidratos mas comunes en
las Tabla 7 y 8 (Agrawal et al., 1992).
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Tabla 5. Desplazamientos quimicos mas comunes de 3C-RMN para flavonoides. (Ternai et al., 1975; Ternai et al., 1976;
Ternai et al., 1977).

C. Cs Ca Cs Ce Cs Cs Co Co Cr Cx Cs Cs Cs Ce
FLAVONAS 163,2 | 107,6 | 1784 | 125,7 | 125,2 | 133,7 | 118,1 | 156,3 | 174 | 131,8 | 126,3 | 129 | 131,6 | 129 | 126,3
FLAVONOLES 149,69|138,13|173,83|125,45|125,45|134,52|118,83|155,45|121,53|123,42|116,32|145,44|148,08|116,71|121,72
DIHIDROFLAVONAS 78,2 42 195,6 | 163,3 | 95,8 | 166,4 | 94,9 | 162,7 | 101,9 | 128,9 | 127,6 | 115,1 | 157,4 | 115,1 | 127,6
DIHIDROFLAVONOLES| 83,1 71,7 | 197,1 | 163,3 | 96,1 | 166,8 | 95,1 | 162,5 | 100,6 | 128,1 | 115,3 | 1449 | 145,7 | 115,3 | 119,2
FLAVANOS 78,1 65,1 28 156,4 | 95,6 | 156,3 | 94,5 | 155,7 | 98,8 | 130,7 | 118,1 | 144,4 | 1445 | 115 | 118,21
ISOFLAVONAS 153,7 | 123,4 | 1745 | 126,9 | 1156 | 161,4 | 103,9 | 156,9 | 118,7 | 125,6 | 109,3 | 147 147 | 107,9 | 122,2
a B Cz' Cg' C4' C5' Ce' C1' Cl Cz C3 C4 C5 Ce
CHALCONAS 143,8 | 117,8 | 191,4 | 164,6 | 102,6 | 165,4 | 107,9 | 132,3 | 113,2 | 125,8 | 130,6 | 115,8 | 159,9 | 115,8 | 130,6
Tabla 6. Variaciones en los desplazamientos quimicos de *C-RMN para flavonoides con patrones de glicosilacion.
(Ternai et al., 1977).
Co Cs Cs Cs Ce Cy Cs Co Cio Cr Cx Cs Cy Cs Ce
7-O-Glucosa 0,75 | -1,35 | 1,05 1,7
7-O-Ramnosa 0,75 -2,35 1 1,7
3-0O-Glucosa 9,2 -2,1 1,6 0,4 1 -0,8 1,1 -0,3 0,7 -0,4 1,45
3-O-Ramnosa| 10,3 -1,05 1,95 0,6 1,1
5-0O-Glucosa -2,8 2,2 -6 -2,7 4.4 -3 3,2 1,4 4,3 -1,3 -1,2 -0,4 -0,8 -1 -1,8
5-O-Ramnosa| -3,7 4,3 -6,1 -1,6 -2,4 -1,3 1,2 1,7 2,3 0,2 -0,7 -0,2 -0,5 -0,2 -0,7
3'-O-Glucosa | -0,5 0,4 1,6 1,4 0,4 3,2
4'-0O-Glucosa 0,1 1 3,7 0,4 2 -1,2 1,4
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Tabla 7. Desplazamientos quimicos de protén (*H-RMN) para los carbohidratos
mas representativos. (Agrawal et al., 1992).

G G G Ca Cs (o
a-D-Arabinosa 4,16 3,43 3,57 3,85 3,82;3,57 -
B-D-Arabinosa 4,72 3,74 3,72 3,89 3,55;3,77 -
o-D-Galactosa 4,73 3,72 3,68 3,86 3,78 3,67;3,61
B-D-Galactosa 4,2 3,39 3,53 3,81 3,57 3,69; 3,64

o-D-Glucosa 4,7 3,46 3,56 3,29 3,54 3,77; 3,66
B-D-Glucosa 4,27 3,15 3,38 3,27 3,36 3,82; 3,62
a-D-Manosa 5,18 3,94 3,86 3,68 3,82 3,74; 3,86
B-D-Manosa 4,89 3,95 3,66 3,6 3,38 3,75; 3,91
a-L-Ramnosa 5,12 3,92 3,81 3,45 3,86 1,28
B-L-Ramnosa 4,85 3,93 3,59 3,38 3,39 1,3

Tabla 8. Desplazamientos quimicos de carbono (*3C-RMN) para los

carbohidratos mas representativos. (Agrawal et al., 1992).

C C G Cs Cs Ce
a-D-Arabinosa 97,6 72,9 73,5 69,9 67,2 -
B-D-Arabinosa 93,4 69,5 69,5 69,5 63,4 -
a-D-Galactosa 93,2 69,3 70,1 70,3 71,3 62
B-D-Galactosa 97,4 72,9 73,8 69,7 75,9 61,8

a-D-Glucosa 93 72,4 73,7 70,7 76,7 61,8
B-D-Glucosa 96,8 75,2 76,7 70,7 76,7 61,8
a-D-Manosa 94,9 71,7 71,2 67,9 73,3 62
B-D-Manosa 94,5 72,1 74 67,7 77 62
a-L-Ramnosa 94,8 71,8 71 73,2 69,1 17,7
B-L-Ramnosa 94,4 72,2 73,8 72,8 72,8 17,6
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2.3 GENERALIDADES DE LA FAMILIA EUPHORBIACEAE

2.3.1 Descripcion morfologica de la familia Euphorbiaceae

La Familia Euphorbiaceae es cosmopolita con distribucion pantropical,
perteneciente al orden Malpighiales, conformada por alrededor de 300 géneros.

Es una familia con una morfologia bastante amplia, comprendiendo arboles,
arbustos, lianas o hierbas. Caracterizdndose en todos los casos por la presencia de
latex exudado coloreado y estipulas de diversas formas. Sus hojas son simples
generalmente, cuando compuestas, palmadas; espiraladamente dispuestas, siendo
opuestas en muy pocos casos. Presencia de glandulas sobre la lamina y el peciolo.

Flores imperfectas, arregladas en inflorescencias, siendo caracteristico el ciatio en
especies Euphorbia. Generalmente apétalas, con ovario supero generalmente
formado por dos o tres carpelos.

Sus frutos dispuestos en capsulas esquizocérpicas, algunas veces dehiscentes;
solo presentandose drupas en casos mas limitados (Murillo et al., 2004; Lépez et
al., 2004).

2.3.2 Potencial aprovechamiento de la familia Euphorbiaceae y su
distribucion geogréfica

Al considerar la distribucion cosmopolita de esta familia (Figura 20), estando
presente en todos los continentes, pero mas fuertemente representada en las zonas
pantropicales; y su composicidbn compleja, al conformarse por 317 géneros,
asociados en 49 tribus distribuidas en 5 subfamilias (Webster et al., 1994)
conteniendo un namero cercano a 8100 especies (Webster et al., 1999).

La increible diversidad botanica y quimica resultante, ha resultado en un muy amplio
espectro de aplicaciones muy aprovechables para la sociedad, como alimento,
medicinas, aceites, ceras, componentes para pinturas y otros materiales
industriales. Registros de aplicaciones para las civilizaciones desarrolladas no son
las Unicas, dado que existe un altisimo registro de aplicaciones etnobotanicas de
esta familia, dentro de las que se destacan la aplicacién de diversas especies del
género Alchornea para el tratamiento de | a diarrea (Schultes et al., 1987).
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Figura 20. Distribucion mundial de la familia Euphorbiaceae (Stevens et al.,
2001).

Finalmente, esta familia se encuentra representada en Colombia por 78 géneros,
390 especies, 12 subespecies y 9 variedades. Ampliamente distribuidas en
todas las regiones del pais, siendo la region andina la que cuenta con mayor
namero de especies (210 spp.), seguido por la regibn amazonica, el caribe, la
region pacifica y la orinoquia, encontrdndose principalmente en zonas bajas,
menores a los 1500 msnm (Murillo et al., 2004).

Cabe destacar la presencia de 19 especies pertenecientes al género Alchornea
en el pais. Con presencia de cinco de estas en la region del Quindio, A. latifolia,
Alchornea grandiflora, Alchornea grandis, Alchornea glandulosa y Alchornea
coelophylla (Maya et al., 2010; Vargas et al., 2002).

2.3.3 Descripcion taxondmica, morfoldgicay distribucion de Alchornea
coelophylla.

La especie Alchornea coelophylla Pax & Hoffm, perteneciente a la familia
Euphorbiaceae, puede ser clasificada segun la aproximacion al ordenamiento de
angiospermas APG Il (Grupo Filogenético de Angiospermas, por sus siglas en
inglés), de la siguiente forma (Missouri Botanical Garden)

Reino: Plantae

Filo: Tracheophyta

Clase: Equisetopsida C. Agardh

Subclase: Magnoliidae Névak ex. Takht
Superorden: Rosanae Takht

Orden: Malpighiales Juss. ex. Bertch & J. Presl

YV VVYVYVY
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» Familia: Euphorbiaceae Juss.
» Geénero: Alchornea Sw.
» Subfamilia: Acalyphoide
» Tribu: Alchornae

» Subtribu: Alchorneinae

» Especie: Alchornea coelophylla Pax & Hoffm.

Figura 21. Alchornea coelophylla (Euphorbiaceae).

Esta especie puede ser descrita como un arbusto de subdosel e interior de
bosques maduros y cafadas, frecuentemente observada como individuos de
pocos centimetros de didmetro y escasos metros de altura. Lamina lanceolada
a ovada, que puede variar de 8 a 10 centimetros de largo, presentando
margenes con dientes cortos e inflorescencias péndula y delgada, ovario
bicapelar con estilos mayores a 1,5 centimetros de largo. Estructuras
pubescentes, tricomas simples. Peciolos morado-verdosas (Maya et al., 2010;
Vérgas et al., 2002).

La presencia de esta especie en el pais, esta ampliamente dispersa, pudiéndose
encontrar individuos en los departamentos de Boyaca (Duitama), Cundinamarca
(Medina), Quindio (Finlandia), Risaralda (Pereira), Santander (Suaita y Suratd),
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y Narifio (Providencia, Ricaurte, La Florida y La unién), en altitudes
comprendidas entre los 1600 y 2700 msnm (SiB Colombia).

2.3.4 Flavonoides del género Alchornea

Gracias a la gran variedad de aplicaciones y adopciones que han ganado varias
especies pertenecientes a este género en el folclore de muchos pueblos de
diversas regiones del mundo como la region central de Brasil y algunas regiones
tropicales de Africa como Camerdn, Nigeria, la Republica Democréatica del
Congo y Senegal, para el tratamiento de un amplio rango de patologias
(Kouakou et al., 2013; Noundou et al., 2014).

Gran cantidad de estudios y tamizados fitoquimicos se han realizado a diversas
especies pertenecientes al género Alchornea (Euphorbiaceae), encontrandose
la presencia de compuestos de naturaleza flavondlica las especies enlistadas en
la Tabla 9.

Tabla 9. Especies pertenecientes al género Alchornea en las cuales se reporta
la presencia de flavonoides.

Especie Referencia
Alchornea castaneaefolia (Hiruma-Lima et al., 2006)

(Manga et al.,2004;
Osadebe et al.,2012)

Alchornea cordifolia

Alchornea floribunda (Noundou et al., 2014)

Alchornea glandulosa (Urrea-Bulla et al., 2004)
Alchornea laxiflora (Ogundipe et al., 2001)

Alchornea triplinervia (Braca et al., 2002)

Cabe destacar que de la especie Alchornea laxiflora se ha aislado rutina,
quercetina y derivados de quercetina (Figura 22) como compuestos azufrados,
compuestos de donde se evidencié que la acetilacion en algunas posiciones
especificas potencializaba la actividad antimicrobiana observada por parte del
extracto de dicha planta. Al mismo tiempo dichas especies estan asociadas al
tratamiento de diversas enfermedades y actividades biolégicas como,
antiulcerogénica, antiinflamatoria, hepatoprotectiva, antioxidante, antibacterial,
citotoxica y antiséptica, respectivamente, por su contenido de flavonoides o
interacciones sinérgicas de los mismos con otros compuestos activos.
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Figura 22. Quercetina-3-4’-di-acetato aislado de Alchornea laxiflora (Ogundipe
et al., 2001).

Las especies Alchornea latifola y Alchornea sidifolia han sido asociadas a
actividades anticarcinogénica (Setzer et al., 2000) y antifungica (Barbo et al.,
2002); de donde la actividad de la ultima especie puede deberse a otro tipo
compuestos, descartando los terpenos, donde los flavonoides pueden ser
seflalados como los responsables de esta actividad observada por parte del
extracto MeOH de dicha especie (Barbo et al., 2002).

Igualmente ha sido reportado el aislamiento de compuestos similares al de la
Figura 22 para Alchornea glandulosa, donde quercetina, quercetina-3-O-a-L-
ramnosa y kaempferol-3-O-a-L-ramnosa lograron demostrar moderada actividad
citotoxica frente a Artemia salina (Urrea-Bulla et al., 2004).

Finalmente la especie que mas reportes cientificos posee es Alchornea
cordifolia, de donde basados en la utilizacion etnofarmacolégica de la misma en
regiones de &frica tropical, como el sur de Nigeria, Senegal y Uganda se ha
descubierto la abundancia quimica de flavonoides en su composicion, dentro de
los que se reporta la quercetina, hiperina y guaijaverina como constituyentes
antiinflamatorios (Manga et al.,2004); la atribucion de Ila actividad
hepatoprotectiva a el contenido de flavonoides antioxidantes del extracto
metanolico de hojas de la especie al inhibir el dafio inducido a ratas con
tetracloruro de carbono (CCls) (Osadebe et al.,2012).
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3. OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GENERAL

Identificar al menos un flavonoide con actividad antioxidante de la especie
Alchornea coelophylla (Euphorbiaceae).

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Aislar un flavonoide del extracto metandlico de la parte aérea de la especie
Alchornea coelophylla.

2. Establecer la estructura quimica del flavonoide aislado y purificado del
extracto metandlico de la especie Alchornea coelophylla, empleando las
técnicas espectroscopicas, tales como resonancia magnética nuclear de
proton y de carbono (*H- NMR y '3C-NMR) en una y dos dimensiones,
espectroscopia de ultravioleta — visible (UV-Visible) e infrarroja (IR).

3. Evaluar el contenido fendlico y de flavonoides del extracto metandlico de la
especie Alchornea coelophylla y de las fracciones obtenidas a través de los
meétodos de Folin — Ciocalteu y de tricloruro de aluminio, respectivamente.

4. Determinar la actividad antioxidante (A.A.) captadora de radicales libres
mediante los métodos de DPPH:- y ABTS* del extracto metandlico, de las
fracciones cromatograficas obtenidas y del flavonoide aislado, presente en la
especie Alchornea coelophylla (Euphorbiaceae)
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4. JUSTIFICACION

Conociendo que los radicales libres derivados del oxigeno (ROS) cumplen
funciones fisiologicas normales de defensa de forma generalizada en todo el
organismo, siendo encontrados por ejemplo en la superficie luminal del colon
(O24) y las células de las mucosas de las vias respiratorias (H202), se podria
pensar que estos también pueden estar relacionados con el desarrollo de
muchos padecimientos en diversos tipos de tejidos cuando las ROS exceden la
capacidad antioxidante celular (Wu et al., 2014) generalmente a través de
respuestas inflamatorias debido a la liberacion de mediadores inflamatorios en
situaciones de estrés oxidativo, o su accion directa sobre la activacion de
factores de transcripcion sensibles a cambios redox (Lee et al., 2012),
asociandose entonces al desarrollo de diversas enfermedades como el asma,
enfermedades crénicas pulmonares, problemas intestinales, artritis (Lambeth et
al., 2007) y hasta el desarrollo de procesos tumorigénicos y carcinogénesis por
diferentes vias (Surh et al., 2005).

Donde se destaca la atencidén que recibe el cancer en los laboratorios del mundo,
con el fin de poder minimizar sus consecuencias e identificar sus causas. Debido
a que muchos méas factores contribuyen a su desarrollo por las vias metabdlicas
gue implican la accion de los radicales libres, tales como las radiaciones
ionizantes y ultravioletas (Gruijl et al., 2001) y el estrés oxidativo (Kasai et al.,
1997; Nandakumar et al., 2008) al generar dafios a las macromoléculas tales
como proteinas (Gruijl et al., 2001) y ADN (Hawkins et al., 2009), ademas de una
tendencia mundial a la baja ingesta de frutas y verduras (OMS), y por tanto un
bajo consumo de compuestos antioxidantes exdgenos. Es por este motivo que
las cifras reportadas por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), de
mortalidad por cancer en el afio 2008, ascienden a 7,6 millones de personas
representando alrededor del 13% de las defunciones totales en el mundo
(GLOBOCAN, 2008) y presentandose un valor de 32231 defunciones por cancer
en el pais para ese mismo afo (Instituto Nacional de Cancerologia, INC); y
mostrando una tendencia de crecimiento para dichas cifras, esperandose un
total de 13,1 millones de defunciones en el mundo en el afio 2030 (Organizacién
Mundial de la Salud, OMS).

Generando también la necesidad de obtener un mayor conocimiento de este tipo
de compuestos, debiendo entonces recurrir al uso de productos naturales o
biopreparados como posibles tratamientos para prevenir la incidencia de estos
tipos de afecciones y sumado al hecho de que la biodiversidad de Colombia es
un recurso que de forma sostenible puede ser explotado de forma benéfica y
teniendo en cuenta que los resultados obtenidos en estudios previos realizados
en el laboratorio de Biotecnologia — Productos Naturales (GB-PN) sobre la
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familia Euphorbiaceae, ampliamente distribuida en nuestro pais (Murillo et al.,
2004). Se propone realizar una investigacion con el extracto metandlico de la
especie Alchornea coelophylla, queriendo separar e identificar flavonoides
responsables de la actividad antioxidante que dicho extracto pueda presentar.
Dado que se considera que este tipo de metabolitos secundarios presentan una
fuerte y significativa actividad antioxidante, mostrando aplicaciones en posibles
tratamientos terapéuticos y homeopéaticos contra afecciones neurodegenerativas
progresivas (Apak et al., 2007; Hazra et al., 2010; Lee et al., 2010; Pietta et al.,
2000; Shanmukha et al., 2011; Singhatong et al., 2010) y para cualquier otra
afeccion ligada a las ROS y/o a las especies reactivas de nitrégeno (RNS)
(Havsteen et al., 2002; Heim et al., 2002).
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5. METODOLOGIA
5.1 LUGAR DONDE SE REALIZARA EL TRABAJO

El trabajo se llevd a cabo en las instalaciones del Laboratorio de Biotecnologia
— Productos Naturales (GB-PN) perteneciente a la Universidad Tecnoldgica de
Pereira (1412 msnm), con una temperatura promedio de 22 °C y una humedad
relativa de 85%.

5.2 MATERIALES
5.2.1 Reactivos

Los solventes de extraccion fueron grado comercial (Profinas S.A.S, Bogot4,
Colombia). Soportes cromatograficos DIAION HP-20 (Mitsubishi Chemical,
Tokyo, Japdn), Silica Gel (0.04-0.063) mm (Macherey Nagel, Duren, Alemania).
Solventes para Cromatografia de Columna y ensayos antioxidante grado
analitico Metanol, Isopropanol (Sigma-Aldrich, Saint Louis, Missouri), Acetato de
Etilo (Synth, Sao Paulo, Brasil). Cromatofolios Silica Gel 20 x 20 cm (Merck,
Darmstadt, Alemania). Solventes para cromatografia grado HPLC Metanol,
Acetonitrilo (Sigma-Aldrich, Saint Louis, Missouri), Isopropanol (Honeywell,
Morristown, New Jersey).

Acido 2,2'-Azino-bis-(3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico) (ABTS-*) > 98%, 2,2-
Difenil-1-picrilhidrazil (DPPH-), acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-
carboxilico (Reactivo TROLOX) 97%, acido galico > 97.5% (Sigma-Aldrich, Saint
Louis, Missouri); Reactivo Folin-Ciocalteu, hidroxido de sodio, hidroquinona >
99% (Merck, Darmstadt, Alemania).

Solventes deuterados: DMSO-ds > 99.9% (Cambridge Isotope Laboratories Inc,
Tewksbury, Massachusetts) y D20 > 99.9% (Sigma-Aldrich, Saint Louis,
Missouri).

5.2.2 Materiales y equipos

e Balanza analitica Ohaus Adventure (Parsippany, New Jersey).

e Bafio termostatico Memmert GmbH & Co (Schwabach, Alemania).

e Espectrometro Infrarrojo de Transformada de Fourier Cary 360 FTIR, Agilent
(Santa Clara, California).
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e Espectrometro de Resonancia Magnética Nuclear AVANCE DRX-400,
Bruker Corporation (Billerica, Massachusetts).

e HPLC Analitico Agilent 1100 series (Santa Clara, California).

e Lector de Microplacas Multiskan Go, Thermo Scientific (Waltham,
Massachusetts).

e Micropipetas Unicanal Eppendorf de volimenes de 0,1-10 uL; 10-100 uL,
100-1000 pL (Hamburgo, Alemania).

e Micropipeta Multicanal FisherBrand Elite 30-300 L (Waltham,
Massachusetts).

e Refrigerador para almacenamiento de productos quimicos, Whirlpool (Benton
Harbor, Michigan).

e Rotaevaporador Laborota 4003, Heidolph Instruments GmbH & Co
(Schwabach, Alemania).

5.2.3 Material Vegetal

La parte aérea de Alchornea coelophylla fue recolectada en la Reserva Natural
Bremen — La Popa en jurisdiccién del municipio de Finlandia, en el departamento
de Quindio, en las coordenadas 4° 40’ 48.6” Norte y 75° 37’ 32.7” Oeste a una
altura de 6737 pies sobre el nivel del mar, con ayuda del taxbnomo Francisco
Javier Roldan.

Muestras fueron depositadas en el Herbario de la Universidad de Antioquia
(HUA) y la coleccion del Jardin Botanico de la Universidad Tecnoldgica de
Pereira (JB-UTP) bajo los Voucher FJR-3969 y UTP 128, respectivamente.

Una vez recolectado, este fue debidamente aireado y secado a 50 °C en una
estufa, posteriormente molido en molino de martillos.

5.3 OBTENCION DE LOS EXTRACTOS

Los extractos vegetales fueron obtenidos mediante maceracion pasiva a
temperatura ambiente, partiendo del material vegetal molido y seco. Para tal fin,
este se dispuso en botellas ambar y se hizo uso de solventes grado comercial
(previamente destilados) en gradiente creciente de polaridad, utilizando n-
hexano, diclorometano y metanol con el objetivo de optimizar la extraccion de la
mayor cantidad de metabolitos de diferente naturaleza quimica, dejando
expuesto el material vegetal durante la noche, repitiendo los procesos por
triplicado con los solventes recuperados por rotaevaporacion, como se muestra
en el esquema de la Figura 23.

Posteriormente el extracto vegetal obtenido es secado con el fin de ser
almacenado a -4 °C hasta su utilizacion.
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Recoleccion de la planta

\
Secar en la estufa a 50 °C por 72 horas
N2
Moler el material vegetal seco
A2
Pesar 250 g del material vegetal seco y molido
\
Pre-extraccion con hexano (x3)
v Nz
Extracto de hexano Marco de la planta
N
Extracién CH,CI, (x3)
2 \’
Extracto CH,CI, Marco de la planta
\)
Extraccion MeOH (x3)
J
0 Extracto MeOH

Concentrar el extracto en rotaevaporador a 45 °C hasta su sequedad

\)

Almacenar los extractos a -10 °C hasta su utilizacion

Figura 23. Procedimiento de obtencién de los extractos de material vegetal (Nifio
et al., 2006)

5.4 CARACTERIZACION FITOQUIMICA Y RECONOCIMIENTO DE
FLAVONOIDES

Una vez obtenidos los extractos crudos de Alchornea coelophylla, se realizo una
caracterizacion fitoquimica por cromatografia de capa delgada (CCD) con el fin
de poder visualizar la presencia o ausencia de los diferentes nucleos
fitoquimicos, utilizando patrones y reveladores propios de cada grupo de
compuestos, como se muestra en la siguiente Tabla 10, y un sistema de elusién
para el extracto crudo metandlico de AcOEt-i-PrOH-H20 (81:10:9).
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Tabla 10. Condiciones para la caracterizacion fitoquimica del
metanolico de Alchornea coelophylla.

extracto

Esteroides, Triterpenos, Terpenos y Esteroles

. Fenoles y
Alcaloides :
Taninos . . Terpenosy
Esteroides Triterpenos
Esteroles
CO(T)rOI Papaverina | Acido tanico Lupeol & Lanosterol
FeCls 5%
Revelador | Dragendorff | en HCIO0,5 Liebermann-Burchard
N
Terpenos Saponinas Flavonoides Lgctonas y Cumarinas
Sesquiterpenlactonas
CO(T)rOI Lupeol Digitonina Apigenina Digitoxina Hidroxicoumarina
Acido
oo H2S04 10% o KOH 5% en
Revelador | Fosfomolibdico en EtOH AICl3 1% en EtOH Kedde EtOH

5% en EtOH

Haciendo especial énfasis en la visualizacién de flavonoides para de manera
general tener una leve idea del grado de presencia de dicho tipo de metabolitos.
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Extracto Metandlico (15 g)
Alchornea coelophylla (Euphorbiaceae)

N”

Cromatografia Columna
(h: 9 cm x @: 7,45 ¢cm) Diaion HP-20
(200 g); eluido con gradiente
H;O-MeOH (100—0)

L

Concentracion a presion reducida
de las fracciones eluidas

e———— e
Evaluar CCD, Silica gel F254
Unir fracciones de perfiles similares,
Visualizacion AICIl3 1% en EtOH
Fracciones 1-10: CHCI3 -AcOH-H,0 (30:15:3)
Fracciones 11-20: CHCIl3-MeOH-H; O (75:23:2)
Fracciones 21-30: CHCI;-MeOH-H, O (85:13:2)

e o —

Cromatografia Columna Fraccion 11 (725 mg)
Silica gel(h:15 x 2:2 cm)(22,5 g) Eluida con CHCl;,
EtOAc y EtOAc-MeOH-AcOH-H,0 (70:20:5:5)

\”

Concentracion a presion reducida
de las fracciones eluidas

Y
Evaluar CCD, Silica gel F,s4

EtOAc-MeOH-AcOH-H,0 (70:20:5:5)
Visualizacion AICI3 1% en EtOH

Figura 24. Procedimiento general para la separacion de los flavonoides
presentes en la especie Alchornea coelophylla (Euphorbiaceae) adaptado de (Li
et al., 2002; Wei-Ku et al., 2012).
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Una vez caracterizado el extracto metandlico, se realiz6 un primer
fraccionamiento cromatografico del extracto metandlico con una columna
DIAION HP-20 y un gradiente H20-MeOH, colectando volimenes de 50 mL, con
el fin de obtener unas primeras fracciones cromatogréaficas mas enriquecidas y
purificadas, donde el perfil cromatogréfico de las fracciones eluidas fue evaluado
por cromatografia de capa delgada (CCD), con sistemas de elucion diferentes.
Aquellos colectados que exhibian el mismo comportamiento por CCD fueron
unidos, dando lugar a fracciones con mayor masa.

El soporte cromatografico utilizado fue equilibrado previo a la aplicacion de la
muestra como lo recomienda el fabricante con un gradiente de metanol a agua
utilizando cuatro veces el volumen del lecho (MITSUBISHI CHEMICAL CORP).

Tabla 11. Sistemas de elucién de la columna cromatogréaficas DIAION HP-20.

Sistema de Elucién |Volumen [mL] | Fracciones Colectadas
H20-MeOH (100:0) 1500 Fi1, F2, F3, Fa, Fs
H20-MeOH (80:20) 1250 Fs, F7, Fs
H20-MeOH (60:40) 5550 | Flop’lz,llp’li,lzﬁlsls’ e
H20-MeOH (40:60) 4600 Fis, Fi9, F20, F21, F22
H20-MeOH (20:80) 3700 F23, F24, F2s, Fae, F27
H20-MeOH (0:100) 2000 Fos, F29, F30

Finalmente el perfil cromatogréfico de la fraccion 11 fue evaluada por HPLC bajo
las siguientes condiciones cromatograficas:

e Equipo: Agilent 1100 Series

e Columna: RESTEK Ultra AQ C18 3 pum (100 x 3,2) mm

e Fase Movil: MeOH-HCOOH 1% (25:75)

e Flujo: 0,6 mL. min*

e Temperatura: 25 °C

e Longitudes de Onda de Deteccion: 254,4; 280; 330; 350 y 380 nm

Posterior a ello sometida a una segunda columna cromatografica de Silica Gel
eluido con un sistema AcOEt-MeOH-AcOH-H20 (70:20:5:5), colectando
volimenes de 10 mL. La evaluacion de los perfiles de las fracciones obtenidas
se realiz6 igualmente con el revelador de AICIlz al 1% en EtOH para visualizar
los compuestos de estudio.

Posteriormente la fraccién donde se presumia la presencia del compuesto de
interés, fue caracterizada por HPLC, bajo las mismas condiciones anteriores,
para continuar con el proceso de elucidacion estructural por RMN.
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5.5 IDENTIFICACION DE FLAVONOIDES

Para la elucidacion estructural del flavonoide aislado de Alchornea coelophylla,
se utilizaron las técnicas de espectroscopia infrarroja de absorcion (IR) y
espectroscopia de resonancia magnética nuclear (RMN).

Para tal fin, los espectros infrarrojos del compuesto asilado fueron tomados en
estado solido con ayuda de un Espectrometro Infrarrojo de Transformada de
Fourier (FTIR) Agilent Cary 630, cuya informacién ayuda con la identificacion de
los grupos funcionales presentes basicos, ademas de ser otra herramienta a la
hora de realizar basquedas bibliograficas en bases de datos.

Asi, la toma de espectros de RMN a la muestra aislada se realizd en el
Departamento de Quimica de la Universidade Federal de Minas Gerais (Belo
Horizonte, Brasil) en un Espectrometro Bruker AVANCE DRX 400, para lo cual
se realizaron los siguientes experimentos utilizando como solvente
hexadeuterodimetilsulfoxido (DMSO-ds) con algunas gotas de D20.

e H-RMN

e 3C-RMN

e HMBC (Heteronuclear Multiple Bond Coherence)

e HSQC-TOCSY (Heteronuclear Single Quantum  Correlation
Spectroscopy — Total Correlation Spectroscopy)

e COSY (Correlation Spectroscopy)

Finalmente, con la informacién recopilada en los anteriores espectros, es posible
realizar la determinacion estructural a través de las correlaciones existentes
entre atomos vecinos.

5.6 DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE

5.6.1 Determinacién de la capacidad captadora de radicales libres por el
ensayo de ABTS*

La generacion del radical cation debe ser considerada en los momentos previos
a la realizacion de cada ensayo, dado que este no es suficientemente estable
como para ser guardado por periodos de almacenamiento superiores a dos dias.
De esta manera, luego de la preparacion de la cantidad necesaria de radical, se
debe realizar una dilucién del mismo para ajustar la absorbancia del mismo a 0.7
* (0,02) a una longitud de onda de 732 nm.
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El protocolo seguido para la preparacion de la solucion del radical cation ABTS™
se describe en la Figura 25, conjuntamente, se describe el método por el cual
fueron evaluadas el extracto metandlico, las fracciones cromatograficas y el
compuesto aislado. Para la evaluacion de la actividad antioxidante del extracto
crudo metandlico se prepard una solucién a 1000 mg/L, posteriormente, dado
que la masa con que se contaba para la determinacién de las actividades de las
fracciones era menor, se prepararon soluciones a 500 mg/L en metanol y para
el compuesto aislado se realizé la determinacion de la concentracion maxima de
la media inhibitoria (ICs0), concentracion a la cual se observa una inhibicion del
50% de la carga radicalaria inicial, a concentraciones de 500, 250, 100y 50 ppm
con ayuda de regresiones graficas en el programa estadistico GraphPadm
Prism. Todas las determinaciones para este ensayo, fueron realizados por
triplicado en dos repeticiones.

Preparacion Solucion de ABTS++

Preparar una solucion de ABTS.+ 3,5 Mm
y persulfato de potasio 1,25 mM en H20
(realizar esta mezcla 12 horas antes de su
uso y mantener en la oscuridad).

2
Ajustar la absorbancia de la solucién a
0,7 £ 0,02 Aa 732 nm con EtOH.
12
Transferir 294 pL de la solucidn diluida de
ABTS.+ a los tres pozos que contienen el
Adicionar 6 pL de extracto extracto a evaluar.
a evaluar a tres pozos

%ll Mezclar ||(—

Dejar reaccionar por 30
minutos en la oscuridad

2

Leer absorbancia a 732 nm.
Calcular la capacidad captadora
de radicales libres (%l).

N7

AControl-AExtracto
0, — *
% 1= AControl 100

Figura 25. Determinacion de la capacidad captadora de radicales libres por el
ensayo ABTS™ (Re et al., 1999).
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Para el ensayo, se utilizd hidroquinona a 1000 mg/L en etanol (preparada el
mismo dia) como control positivo. En la preparacion del control negativo en lugar
del extracto vegetal se utiliza 6 pL del solvente en que fue disuelto el mismo para
la determinacion. El blanco fotométrico estd compuesto por la mezcla de
solventes respectiva, en este caso la solucion de agua — etanol con que fue
disuelto ABTS*. De forma anéloga el blanco del extracto vegetal consiste en 6
pL del extracto vegetal y 294 uL del sistema en que fue disuelto el radical catién
ABTS.

5.6.2 Determinacién de la capacidad captadora de radicales libres por el
ensayo de DPPH:

Este ensayo fue realizado a través del proceso de aislamiento a las fracciones
cromatograficas obtenidas para observar cual era el perfil de actividades de las
mismas e identificar cuales podian ser mas promisorias para la separacion. De
esta manera, fueron preparadas soluciones de las fracciones y del compuesto
aislado a una concentracion de 500 mg/L y de 1000 mg/L del extracto crudo en
metanol. Es de destacar que cada determinacién se realizo por triplicado en dos
repeticiones.

Igualmente debido a la notable inestabilidad del radical libre 2,2-Difenil-1-
picrilhidrazil (DPPH-), este fue preparado en matraces completamente cubiertos
con papel aluminio a una concentracion de 20 mg/L en metanol analitico.

Como control positivo se utilizé hidroquinona a 1000 mg/L en etanol (preparada
el mismo dia). En la preparacion del control negativo en lugar del extracto vegetal
se utiliza 25 pL del solvente en que fue disuelto el mismo para la determinacion.
El blanco fotométrico esta compuesto por la mezcla de solventes respectiva, en
este caso metanol. De forma analoga el blanco del extracto vegetal consiste en
25 uL del extracto vegetal y 100 pL de metanol (solvente en que fue disuelto el
radical DPPH).

La determinacion de la actividad antioxidante por medio de ensayo con DPPH:
en microplacas, se realiz6 con base en la metodologia propuesta por (Brand-
Williams et al., 1997) como se indica en la Figura 26.
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Preparar inmediatamente antes del
ensayo una solucion de DPPH. a 20
mg/L en MeOH, mantener en la oscuridad

N2

Transferir 100 pL de la solucion de DPPH.
a los tres pozos que contienen el extracto

a evaluar.
~)[ Mezclar &

Dejar reaccionar por 30
minutos en la oscuridad

v

Leer absorbancia a 517 nm.
Calcular el porcentaje de actividad
(%AA).

v

AControl-AEXxtracto
0 —
A’ I AControl

Adicionar 25 pL de extracto
a evaluar a una concentracion
de 1000 mg/L a tres pozos

*100

Figura 26. Protocolo para determinar la capacidad captadora de radicales libres
por el ensayo DPPH: (Brand-Williams et al., 1997).

Para las determinaciones de la capacidad captadora de radicales libres por
ABTS* o DPPH', se disefia una distribucién de la microplaca tal y como se
muestra en la Figura 27.
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O Control Fotomeétrico

G

Figura 27. Distribucion general de la microplaca para las determinaciones de
actividad antioxidante.

5.6.3 Actividad antioxidante (A.A.) como equivalentes TROLOX

Dicha determinacion se realiza con el fin de expresar ambas determinaciones
como capacidad antioxidante de equivalentes Trolox (TEAC), y finalmente poder
comparar resultados de actividad antioxidante medidos por diferentes métodos
(ABTS:*y DPPH.).

Para dicho ensayo, se construyeron curvas de calibracion con concentraciones
desde 1 pM hasta 100 pM del antioxidante de referencia Trolox en etanol para
hacerlas reaccionar con los radicales correspondientes para cada ensayo,
realizandose igualmente por triplicado y de este modo obtener la correlacion
matematica entre porcentaje de actividad segun sea el caso y equivalentes
Trolox.

5.7 DETERMINACION DEL CONTENIDO FENOLICO POR MEDIO DE
ENSAYO FOLIN-CIOCALTEU

Para la realizacion de dicha cuantificacion inicialmente fue elaborada una curva
de calibraciéon con referencia de acido galico a concentraciones de 0, 2, 4, 8,y
16 partes por millbn debido a que las fuertes condiciones alcalinas
proporcionadas por la base fuerte utilizada (NaOH) disminuye la sensibilidad de
la técnica (Magalhées et al., 2010). Por tal razén, dada la facilidad de formacion
del complejo coloreado a estas condiciones de pH, los extractos vegetales
fueron evaluados posteriormente a una concentracion de 50 mg/L en metanol
con el fin de que estos se ajustaran a la curva de calibracién. Ademas de ello la
proporcion de dilucién del reactivo de Folin-Ciocalteu fue de 1:50 con agua para
gue su absorbancia pudiera entrar en el rango de absorbancia de 0.2 a 0.8.
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El ensayo con Folin-Ciocalteu, se realiz6 como se indica en la siguiente Figura
28. Las determinaciones, para efectuar la cuantificacion fueron realizadas por
triplicado en dos repeticiones.

Adicionar 50 pL de los extractos .
o de la solucion estandar de acido Adiclonar 100 L de NaOH
galico a cada pozo, y 50 pL del reactivo
de Folin-Ciocalteu (1:50 viv).

0,35 M a los pozos que contienen
solucion en analisis y el reactivo.

V]

Homogenizar

VA

Dejar reaccionar durante tres
Minutos en la oscuridad.

Medir el control fotométrico Medir el blanco
200 pL de agua. de los extractos

Medir la absorbancia inicial a 760 nm

Figura 28. Determinacién del contenido fendlico total por medio del ensayo por
Folin-Ciocalteu (Magalhaes et al., 2010).

Para dicha evaluacién el blanco del extracto, consistio en 50 yL de extracto y
150 pL de H20. De igual forma el blanco fotométrico se compone de los sistemas
de dilucion respectivos, en este caso 50 uL de metanol y 150 pL de H20.

Obteniendo una distribucion de la microplaca, para la distribucion y ubicacién de
todos los reactivos, patrones, blancos y controles, como se ilustra en la Figura
29 optimizando lo mejor posible la placa.
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Figura 29. Distribucion general de la microplaca para la determinacion de
actividad antioxidante por medio del ensayo por Folin-Ciocalteu

5.8 CUANTIFICACION DE FLAVONOIDES

La determinacion de flavonoides en microplacas, mediante el ensayo con AICls,
se llevara a cabo como se ilustra en la Figura 30.

Para dicho ensayo, el blanco fotométrico consistié en la mezcla correspondiente
de solventes; 242 pL de H20 y 300 pL de EtOH. De igual forma el blanco de
cada fraccion consistio en 20 pL de la solucién de extracto evaluado con 252 pL
de blanco fotométrico. Las determinaciones, para efectuar la cuantificacién
fueron realizadas por triplicado en dos repeticiones.
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Adicionar 7,5 pL de NaNO, al 5% en
cada pozo donde posteriormente se
evaluaran los extractos

Adicionar 20 pL de extracto a 100 ppm y
115 pL de H> O, donde previamente fue
adicionado el NaNO,

]

Homogenizar

v

| Dejar reaccionar durante cinco minutos |

Agregar 30 pL de AICI5 al 2,5 % l——)
y

Homogenizar

)

| Dejar reaccionar durante cinco minutos

Agregar 50 pjL de NaOH1 M R
y agitar e inmediatamente IEd
agregar 50 pL de agua.

4

Homogenizar

2

| Medir la absorbancia a 500 nm exactamente 5 minutos después de agregar el NaOH |

Figura 30. Cuantificacion de flavonoides con AICIs (Kim et al., 2003).

6. RESULTADOS Y ANALISIS

6.1 SEPARACION DE FLAVONOIDES

6.1.1 Obtencidn y caracterizacion del extracto metandlico

Una vez recolectados y molidos los 1212 g de la parte aérea de Alchornea
coelophylla, material recolectado en las coordenadas indicadas, fue obtenido el
extracto metanolico por maceracion dando lugar a 91.0997 g del mismo por
concentracion a presion reducida hasta su completa sequedad, reflejando un
rendimiento porcentual de 7.52%.

De esta manera con el extracto metandlico obtenido, se realiz6 una
caracterizacion fitoquimica del extracto, con especial énfasis en la visualizacion
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de flavonoides presentes en el mismo (Véase Figura 31), logrando elucidar la
presencia de los nucleos fitoquimicos enlistados en la Tabla 12. Destacando la
amplia presencia de flavonoides en el extracto metandlico.

Tabla 12. Ndcleos fitoquimicos del extracto metandlico de Alchornea
coelophylla.

Esteroides, Triterpenos, Terpenos y Esteroles
. Fenolesy

Alcaloides Taninos . _ Terpenos

Esteroides Triterpenos y
Esteroles

- ++ - - +

Lactonas y
Terpenos | Saponinas Flavonoides Sesquiterpen- | Cumarinas
lactonas
+ - +++ - -

(-): Ausencia del nucleo (+): Presencia del nicleo (++): Presencia intermedia (+++):
Presencia abundante.

Figura 31. Flavonoides presentes en el extracto metanolico crudo de Alchornea
coelophylla por CCD visualizados bajo luz ultravioleta de onda corta 254 nm.

6.1.2 Separacion cromatografica

Posterior a la caracterizacién fitoquimica por cromatografia de capa delgada, se
realizd una primera etapa de purificacion cromatografica mediante la aplicacion
de 15.0641 g del extracto metandlico preabsorbido con mas soporte
cromatografico cumpliendo una relacion de 1:2 en muestra aplicada-soporte,
sobre una columna a gravedad empacada con un soporte DIAION HP-20 de
interaccion hidrofobica por grupos poliestireno y efecto de exclusion de tamafio
a través de la absorcion de macromoléculas dado su tamafio de poro de~260 A.
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De esta manera se eluyeron los compuestos de interés, teniendo en cuenta que
fueron retenidos compuestos de gran tamafio como polisacéaridos y/o proteinas,
al igual que moléculas menos polares por las interacciones mencionadas.

Para tal fin fueron colectadas 399 fracciones de 50 mL que de forma simultanea
fueron analizadas por cromatografia de capa delgada (CCD) (Véase Anexo |)
fase normal sobre silica gel 60 F2s4, con un sistema de elucion AcOEt-AcOH-
H20 (30:15:2) y reveladas con AICIl3 1% en EtOH visualizando bajo luz UV a 254
nm con el fin de observar el perfil cromatografico de las mismas y poder unir
fracciones que mostraron patrones similares con el fin de obtener fracciones mas
representativas en términos de masa. De esta manera fueron obtenidas 30
fracciones cuyas masas se encuentran reportadas en la Tabla 13.

Tabla 13. Masas y rendimientos porcentuales de las fracciones finales obtenidas
luego del proceso de elucion de la columna cromatografica DIAION HP-20.

Fraccion Colectados Masa [g] | % de rendimiento
1 Fl'F7(g/:'1e(?0")"HZO 1.4575 9.71
2 FS'FTO'\:/E%);"'HZO 0.3108 2.07
3 F”'Fl(“o'f/l'gg)"""'zo 0.1995 1.33
4 FlS'Fl(;':\fgg)H’Hzo 0.093 0.62
5 F2°'F3(f6':\fgg)H'Hzo 0.0137 0.09
6 Fl'F‘EZ'\(/'fg%';"HZO 0.0219 0.15
7 FS'Fl(GZ'\g:‘;g;'"HZO 0.3066 2.04
8 F17-F2(5,23/:I§((:)3)H-H20 0.3229 2.15
9 Fl'Ff’(L':gfg)';'Hzo 0.2471 1.65

10 FS'F? 4'\(/)':‘26%';“20 0.7945 5.30
11 F9'F1(Z'(\)/!28)H'HZO 0.9553 6.37
12 Fle'F(lio'\:/'seo?H'Hzo 0.3628 2.42
13 F2°'F(“jo'\:/'6eo?H'Hzo 1.0863 7.24
14 F“*{L’t@%‘;""“zo 0.1552 1.03
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F52-F57 MeOH-Hzo
15 (40:60) 0.0773 0.52
Fsg-F64 MEOH-Hzo
16 (40:60) 0.0694 0.46
Fes-F111 MeOH-
H,0 (40:60)+ F1-Fs
17 MeOH-H,0 0.3963 2.64
(60:40)
Fs—F7 MEOH-Hzo
18 (60:40) 0.0363 0.24
Fg-F17 MeOH-HzO
19 (60:40) 0.8514 5.68
F18-F35 MEOH-Hzo
20 (60:40) 0.2582 1.72
F36-F77 MEOH-Hzo
21 (60:40) 0.3408 2.27
F78-F92 MEOH-Hzo
(60240) + F1-F5
22 MeOH-H,0 0.0763 0.51
(80:20)
Fe-F21 MEOH-Hzo
23 (80:20) 0.6604 4.40
Fzz-F27 MEOH-Hzo
24 (80:20) 0.0857 0.57
Fzg-Fgg MEOH-Hzo
25 (80:20) 0.1348 0.90
F40-F49 MEOH-Hzo
26 (80:20) 0.0832 0.55
F50-F74 MEOH-Hzo
(80:20) + F1-F4
27 MeOH-H,O 0.1998 1.33
(100:0)
F5-F7 MEOH-Hzo
28 (100:0) 0.5339 3.56
Fg-ng MEOH-Hzo
29 (100:0) 1.0736 7.16
Porcentaje de Rendimiento Total 74.69

Para obtener una mejor visualizacion general del contenido de flavonoides en
las nuevas fracciones enriquecidas obtenidas, se buscaron sistemas de elucion
mas optimizados. Proceso que dio como resultado la clasificacion de las 30
fracciones en tres grupos.

Es asi que para las diez primeras fracciones fue necesario un sistema de elucion
mucho mas polar (P’: 5.25) debido a que ellas fueron colectadas en los
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momentos donde el agua constituia una mayor parte de los sistemas con los
cuales se estaba eluyendo la columna de DIAION HP-20. El sistema utilizado
para estas fracciones fue CHCI3-AcOH-H20 (30:15:3). En la figura 32, se
muestra la separacion de las diez primeras fracciones.

Figura 32. Fracciones de la uno a la diez de la columna cromatogréfica DIAION
HP-20.

En la medida en la que la cantidad de metanol aumentaba en los sistemas de
elucién utilizados, la polaridad de las siguientes diez fracciones (de la 11 a la 20)
disminuy6é un poco por lo que fue necesario un sistema CHCIl3-MeOH-H20
(75:23:2) cuyo P’: 4.77 para lograr una mejor separacion de los flavonoides
presentes en las mismas, como se ilustra en la Figura 33.
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Figura 33. Fracciones de la once a la veinte de la columna cromatografica
DIAION HP-20.

Finalmente las diez ultimas fracciones, de la 21 a la 30, que fueron eluidas con
fases moviles donde el metanol constituia la mayor parte, demostraron ser
menos polares, razon por la cual para obtener una separacion de estas
fracciones como se muestra en la Figura 34 se utilizoé un sistema CHCl3-MeOH-
H20 (85:13:2) menos polar, con un P’ de 4.5.

Figura 34. Fracciones de la veintiuno a la veintinueve de la columna
cromatografica DIAION HP-20.

Cuando fue terminado este primer proceso cromatografico, una vez se confirmé
la presencia de flavonoides en todas las fracciones obtenidas, una seleccion
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primaria de las fracciones més promisorias fue realizado en términos de la masa
con que estas contaban. Para lo cual se decidi6 continuar con las fracciones que
presentaban una masa mayor a 300 mg, puesto que considerar fracciones de
masas menores no resulta practico en cuanto a que se corre el riesgo de que la
masa del compuesto aislado obtenido al final sea mucho menor a la necesaria
para completar la elucidacion estructural del mismo por técnicas
espectroscopicas.

Cuando fue realizado este primer tamizaje, se realiz6 la medicidn de la actividad
biologica de las mismas (Actividad Antioxidante por ABTS™* y DPPH), y la
cuantificacion de fenoles y flavonoides con el fin de identificar finalmente la
fraccion mas promisoria para continuar con el aislamiento de un flavonoide con
actividad antioxidante, teniendo con esto un tipo de aislamiento bioguiado
(Véase 3. Actividad Antioxidante y Cuantificaciones de Fenoles y Flavonoides).

Con ayuda de todos estos procesos de clasificacion, se pudo determinar que la
fraccion 11 era la fraccion mas promisoria para continuar con los procesos de
separacion, paro lo cual se le realizé un perfil cromatografico por cromatografia
liguida de alta resolucién (HPLC) (Véase Anexo Il) con el fin de conocer un poco
mas de cerca la composicion quimica de la misma, y de igual manera poder
obtener el espectro de absorcion del compuesto de interés, herramienta que
facilitaria su busqueda a la hora de caracterizar posteriores fracciones
cromatograficas.

Conociendo de manera mas detallada la composicion de la misma, se observé
gue no correspondia al caso de una mezcla compleja, y se considera la
realizacion de una segunda columna de separacion cromatografica con Silica
gel 0.04-0.063 mm/ 230-400 mesh.

Para tal fin se realizaron diversas placas cromatograficas en las que se observo
una considerable separacion del componente principal presente en dicha
fraccion. Esta separacion fue obtenida con una fase mévil AcOEt-MeOH-AcOH-
H20 (70:20:5:5), como se ilustra en la siguiente Figura 35. Donde aumentando
la polaridad un poco a un P’: 4.86, con respecto al sistema utilizado en la
visualizacion general de las fracciones (Véase Figura 33), se logra la
visualizacion clara de dos componentes principales, una mancha a un Rf de
0.425 y otro a un Rf de 0.625.
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Figura 35. Cromatoplacas de la Fraccion 11 con el nuevo sistema de elucion,
visualizado para flavonoides.

Una vez hallado el sistema de elucion adecuado donde se logra una buena
separacion de los componentes flavondlicos presentes en la fraccion, se adecu6
una columna con Silica gel cumpliendo una relacién soporte-muestra de 1:30. A
lo cual fueron necesarios 22.5 g de soporte para los 750 mg de fraccion
destinados a la misma. Igualmente a la hora de sembrar la muestra en la
columna, esta se pre-absorbi6 con 1.5 g de silica.

Una vez fue sembrada la muestra, se procedioé con la elucion de la misma con
diversos solventes en orden de polaridad creciente con el fin de optimizar aun
mas la purificacion y ayudar a retirar compuestos con polaridades menores a la
hora de utilizar el sistema especifico para la separacién de los compuestos de
interés. Por esta razén se utilizaron aproximadamente 10 veces el volumen del
lecho con cloroformo y acetato de etilo, donde con ayuda de cromatografia de
capa delgada se corrobord que no existia pérdida por arrastre de los compuestos
de caracter flavondlico al revelar con AlCls.

Finalmente luego fue utilizado el sistema de elucibn con el cual si se
experimentaba elucion de los componentes de interés, colectando volimenes
de 10 mL con el fin de optimizar la separacion fueron obtenidas las siguientes
fracciones.
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Tabla 14. Fracciones eluidas de la columna cromatogréfica de Silica gel con el
sistema AcOEt-MeOH-AcOH-H20 (70:20:5:5).

Codigo Fraccion Masa % de
J [mg] Rendimiento
CHCls +
AcOEt 1-
A 12 + 283.3 37.7
Sistema
1-4
B Fa-Fe 181.4 24.2
C F7-Fo 114.4 15.2
D F1o-F11 24.3 3.2
E F12-F1s 34.5 4.6
F Fie-F22 34.3 4.6
G Fa3-Fag 12.8 1.7
Porcentaje de Rendimiento Total 91.2

De manera similiar a lo ocurrido con la columna anterior, los colectados que
tenian una composicion similiar por CCD se unieron; de igual forma se logro la
coleccion de uno de los componentes principales en la Fraccion C.

Como se ilustra en la siguiente Figura 36, los colectados correspondientes a la
fraccion C, son los Unicos que exhiben un comportamiento mejor en cuanto a su
pureza, puesto que fracciones mas alla de la misma revelan poseer un alto
namero de componente, entre ellos el segundo componente de interés.

Figura 36. Colectados de la segunda columna cromatografica.
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Luego de que las fracciones finales fueran obtenidas, fue evaluado de nuevo el
perfil de las fracciones resultantes por CCD utilizado el mismo sistema de
elusion, con especial énfasis en la fraccion C, dada la presencia de una sola
mancha indicativa de la presencia de este tipo de compuestos, hecho que se
puede observar en la siguiente Figura 37.

Figura 37. Fracciones resultantes de la segunda columna cromatografica.

Una vez se tuvo un acercamiento al perfil cromatografico de la fraccion C,
fraccion donde posiblemente se encontraba alguno de nuestros componentes
de interés en un grado considerable de pureza, se decidi6 realizar una
visualizacion de la misma por HPLC bajo las mismas condiciones
cromatograficas utilizadas con la fraccién 11 (Véase Anexo llI).

Finalmente una vez se tuvieron suficientes herramientas para considerar un
grado alto de pureza del componente de interés presente en la fraccion C, se
decidi6 realizar la toma de espectros de Espectroscopia de Resonancia
Magnética Nuclear (RMN) para la posterior identificacion del mismo.

6.2 IDENTIFICACION DE FLAVONOIDES
6.2.1 Espectroscopia de absorcién ultravioleta (UV) e infrarroja (IR)

Completado el proceso de aislamiento, a partir de la fraccién C fueron adquiridos
los espectros de absorcion ultravioleta e infrarroja para lograr un acercamiento
al tipo de nucleo flavondlico al que corresponde el compuesto mayoritario de la
fraccion C y la identificacion de los principales grupos funcionales de este tipo
de compuestos flavondlicos, con la respectiva informacion brindada por cada
una de estas técnicas.
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El espectro de absorcién ultravioleta corresponde al obtenido al realizar la
caracterizacion de la fraccion C por HPLC con el detector de arreglo de diodos,
presentado en el Anexo lll. En dicho espectro, se observa la presencia de dos
bandas de fuerte absorcion, guardando correlacion con el tipo de espectro
esperado para los flavonoides (Andersen et al., 2006), ubicadas a unas
longitudes de onda de 230 y 290 nm, para las bandas Il y |, respectivamente.
Comportamiento que se asemeja a las aproximaciones experimentales
determinadas por (Mabry et al.,, 1969) para las flavonas y flavonoles cuya
ubicacion de las bandas corresponde generalmente en 240-280 nm para la
banda Il y de 300-380 nm para la banda I.

Igualmente la intensidad de las mismas ofrece informacion estructural respecto
de los patrones de oxidacién de los sistemas arométicos A y B. Es asi que
compuestos de tipo flavona o flavonol que presentan un mayor grado de
oxigenacion en el anillo aromético A con respecto al B, mostraran una banda de
absorcién Il mucho mas intensa y una banda | considerablemente mas débil,
comportamiento muy similar a lo observado en el espectro de absorcion para el
compuesto presente en la Fraccion C, presentado en el Anexo lll.

Igualmente para el espectro de absorcion infrarroja ilustrado en la Figura 38, se
pueden identificar fuertes sefiales de absorcion a diferentes valores de
frecuencia (cm), sefiales enlistadas la Tabla 15.
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Figura 38. Espectro de absorcion infrarroja para el compuesto presente en la
fraccion C.
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Tabla 15. Bandas de absorcién infrarroja del compuesto presente en la fraccion
C (Pavia et al., 2009; Heneczkowski et al., 2001).

Frecuencia (cm™) Descripcidn Atribucion
3400 Banda muy ancha y fuerte Tension enlace O-H
2970 i -
!3anda§ acoplad_as a la sefial de O-H de Tensiones CHs y CHa
2925 intensidad media
1700 Banda estrecha de intensidad media | Tension enlace C=0
1650 Banda estrecha de intensidad media | Tension C=C heterociclo
1600 i i e
Doblete de intensidad media, ancho Vibraciones de c?sgueleto por tension
1560 de C-C de aromaticos
1500 Banda estrecha de intensidad media Vibraciones de e,sgueleto por tension
de C-C de aromaticos
1430 Banda estrecha débil Flexion C-H para -CH,- en el plano
1350 Banda estrecha de intensidad media | Flexidon C-H para metilos
1300 Banda estrecha de intensidad media E_eglc:rmauones por vibracion del enlace
1260 Banda estrecha de intensidad media | Flexidn del enlace Csp?-H en el plano
1200 . L, L,
1175 Doblete intenso y ancho Tension del enlace C-O-C tipo éter
1025 Banda fuerte y ancha Tension del enlace C-O
830 Banda estrecha de intensidad media | Flexién del enlace Csp2-H fuera del
800 Banda estrecha débil plano

Finalmente una vez atribuidos los grupos funcionales a las sefiales de absorcion
apreciadas, se contemplé la posibilidad de poseer un nudcleo flavondlico
posiblemente glicosidado debido a las evidencias de union tipo éter, y la notable
contribucion que estos pueden hacer para la existencia de la fuerte sefial a
grupos hidroxilo.

6.2.2 Espectroscopia de resonancia magnética nuclear (RMN)

Una vez fue aislado el compuesto de interés, se dispuso de 20 mg del mismo en
hexadeuterodimetilsulfoxido (DMSO-de) para la adquisicién de los espectros de
Resonancia Magnética Nuclear en un espectrometro BRUKER AVANCE DRX-
400 (400 MHz), en las instalaciones del Laboratorio de Ressonancia Magnética
Nuclear de Alta Resolucdo del Departamento de Quimica de la Universidade
Federal de Minas Gerais (UFMG) en Belo Horizonte, Brasil.

Para tal fin fueron adquiridos espectros unidimensionales de protén (*H-RMN) y
de carbono (*3C-RMN), al igual que espectros bidimensionales homo (COSY) y
heteronucleares (HMBC y HSQC-TOCSY).
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Cabe mencionar que al momento de tomar los espectros, fueron adicionadas
gotas de agua deuterada (D20) para intercambiar el agua que habia sido
absorbida por parte del DMSO-ds y que pudiera asociarse a los grupos hidroxilo
del compuesto.

De esta manera se logré la adquisicion de los espectros unidimensionales
presentados en el Anexo IX, cuyos desplazamientos quimicos son enlistados y
caracterizados en las Tablas 16 y 17, teniendo en cuenta las estructuras
ilustradas en la Figura 39 y sus respectivos sistemas de nomenclatura.

Figura 39. Estructuras quimicas de los compuestos con los desplazamientos
descritos en las Tablas 16 y 17. A) estructura basica de un flavonoide, B)

glucosa, C) ramnosa.

Tabla 16. Desplazamientos quimicos para las sefales del espectro *H-RMN
presente en el Anexo IX para la fraccién C.

H 6 [ppm] H 6 [ppm] H 6 [ppm]
3 7.00 (s) 1" 4.74 (d) A 4.94 (s)
6 6.73 (s) 2" 3.25 2" 3.92
8 6.27 (s) 3" 3.5 3 3.81
2' 8.00 (d) 4" 3.42 4" 3.45
3' 6.95 (d) 5" 3.46 5 3.79
5' 6.95 (d) 6" 3.72 6" 0.45 (d)
6' 8.00 (d)

Multiplicidades (s): singlete; (d): doblete.
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Tabla 17. Desplazamientos quimicos para las sefiales del espectro **C-RMN
presente en el Anexo IX para la fraccion C.

c 6 [ppm] C 6 [ppm] C 6 [ppm]
2 164.00 1' 121.6 4" 70.46
3 104.22 2' 128.99 5" 79.9
4 182.10 3 115.89 6" 61.17""
5 161.20 4' 160.67 1" 102.43
6 98.29 5' 115.89 2" 71.49
7 162.34 6' 128.99 3 70.67
8 81.81 1" 100.32 4" 71.68
9 155.83 2" 68.22 5 70.26
10 104.47 3" 75.09 6" 17.71

***Sefal con fase negativa (|) en el espectro DEPT 135° (Véase Anexo IX)

Al obtener los espectros, las sefiales mas representativas de grupos funcionales
y nucleos flavondlicos fueron identificadas, al igual que informacién importante,
gue este tipo de experimentos unidimensionales pueden aportar en cuanto a la
distribucién espacial de los compuestos, como por ejemplo la configuracion
anomerica de los residuos de carbohidrato presentes en el glicésido.

Es asi que se puede distinguir la sefial del grupo cetona presente en el anillo del
tipo pirano (Ca) (6: 182.10 ppm), por ser la sefial de carbono mas desplazado a
campo bajo. Igualmente mediante comparaciones con la bibliografia, se pueden
descartar algunos grupos flavondlicos que se diferencian principalmente en el
patrén de oxidacién y/o insaturacion del carbono 3 (&: 104.22 ppm), por las
sefales ausentes en los espectros obtenidos, como se muestra en la Tabla 18.

Tabla 18. Sefiales ausentes de algunos grupos flavonélicos (Ternai et al., 1975;
Ternai et al., 1976; Ternai et al., 1977)

& [ppm] C;
Flavonol (C3-OH) 138.13
Dihidroflavona (Cs-H>) 42

Dihidroflavonol (Cs-H,OH) 71.7

Flavano (Cs-H>) (Ausencia
grupo ceto Cs)

Isoflavona (Csz-Anillo B) 123.4

Chalcona (Ausencia anillo
pirano, Cs-Insaturado)

65.1

117.8
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Teniendo toda esta informacién en cuenta se puede inferir la presencia de un
compuesto de tipo flavona como mayor componente de la fraccién C. De igual
forma, mediante la informacion brindada, se pueden realizar inferencias acerca
de las sefiales ubicadas a 4.74 y 4.94 ppm (*H-RMN) y 100.32 y 102.43 ppm
(*3C-RMN) las cuales hacen referencia a los protones y carbonos anoméricos de
los residuos de glucosa y ramnosa, carbohidratos que fueron tenidos en cuenta
debido a la presencia de sus dos sefiales representativas, las cuales
corresponden al carbono metilénico de la glucosa (Ce) y el carbono metilico de
la ramnosa (Cs).

Ademas que observando las multiplicidades de ambas sefiales en el espectro
protonico se pueden dilucidar las configuraciones anoméricas de ambos
carbohidratos, correspondientes B y a, para la glucosa y la ramnosa,
respectivamente, puesto que en la configuracion 3 la constante de acoplamiento
con el proton dos de la molécula (3Ji2) es mayor (6-8) Hz por cuenta de la
disposicion antiperiplanar, situacion contraria con la multiplicidad de singlete de
la sefial correspondiente al proton anomérico a de la Ramnosa puesto que la
disposicion sinclinal de los dos atomos disminuye la constante de acoplamiento
3J12 de (1-4) Hz (Agrawal et al., 1992), correlaciones que se muestran en la
Figura 40 al interior de ambos carbohidratos.

A)

B)

HO

Figura 40. Correlaciones de los protones anoméricos con el protdn dos para los
carbohidratos A) B-glucosa, B) a-ramnosa.

Igualmente se observan algunas sefales de mayor intensidad, correspondientes
al DMSO-ds (*H-RMN: 2,5 ppm; *C-RMN: 40 ppm) en el cual fue disuelta la
fraccion C, y al acido acético (*H-RMN: 1.9 ppm; 13C-RMN: 21.08 y 172.06 ppm)
presente en el sistema de elucion de la Ultima columna cromatografica. Es esta
la razén por la cual también se observa un corrimiento significativo por parte de
algunas sefales, como la de los protones metilicos de la ramnosa que
normalmente aparecen a un desplazamiento de 1.28 ppm. Adicional a ello, no
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se observa la sefial esperada del D20 en aproximadamente 4.7 ppm, debido a
que la secuencia de pulso utilizada ZGCPPR (presaturacion de sefal de solvente
por pulsos compuestos), realiza la supresion de la misma.

Cabe mencionar que una vez teniendo una idea de la composicion béasica del
compuesto en cuanto a los grupos funcionales principales, se procedi6 con el
andlisis de las correlaciones principales observadas en los espectros
bidimensionales (Anexo IX) por parte de las sefiales tabuladas.

Es asi que en los espectros bidimensionales se evidencian sistemas de
correlaciones caracteristicas para el sistema aromatico del anillo B. Lo que indica
la presencia o ausencia de los grupos hidroxilo catecdlicos. De esta manera, las
correlaciones de los nucleos 2’ y 6’ con la sefal correspondiente a los atomos 3’
y 5’ observadas en las Figuras 42 y 43, indica la existencia de un eje de simetria
en dicho sistema aromatico lo que sugiere una Unica sustitucién en el carbono
4’ como se ilustra en la Figura 41.

Figura 41. Disposicion simétrica del sistema aromatico B, reflejando una
sustitucion para.
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Figura 42. Espectro bidimensional heteronuclear HSQC-TOCSY del compuesto
de la Fraccion C.

De igual manera dicho perfil de correlaciones se hace evidente por parte de los
mismos atomos en el espectro COSY homonuclear.
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Figura 43. Espectro bidimensional homonuclear COSY del compuesto de la
Fraccion C.

Otras correlaciones igualmente significativas son las que se observan por parte
de los hidrégenos permutables He (6.73 ppm) y Hs (6.27 ppm) respecto del
carbono carbonilico C4 (182.10 ppm) (Ver Figura 44), al igual que la diferencia
en cuanto a la deteccién de los mismos con el carbono Cs (161.20 ppm).
Igualmente que la interaccion del carbono C2 (164 ppm) con los protones Hz y
He del sistema aromatico del anillo B y el proton Hs (7 ppm), correlaciones
ilustradas en la Figura 45. Correlaciones ilustradas en el espectro HMBC (Figura
46).
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Figura 44. Deteccién de los hidrégenos permutables Hes y Hs, respecto del
carbono carbonilico Ca.

Figura 45. Deteccion del Cz con los protones aromaticos Hes y Hs y el proton Hs
de la insaturacion.
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Figura 46. Espectro bidimensional heteronuclear HMBC del compuesto de la
fraccion C.

Como es de esperar todas las correlaciones difieren en cuanto a su intensidad,
es asi por ejemplo que en la correlacion 2 hay una interaccién mas intensa entre
la sefial del proton Hes y el carbono Cs dada su cercania, exhibiendo una
constante de acoplamiento pequefia 2J comparada con la 4J del protén Hs que
se encuentra mucho mas alejado.

Terminando de analizar los aspectos referentes a la estructura de la aglicona,
podemos pensar que la union glicosidica esta dada por parte de la glucosa al
carbono C7 de la aglicona, observando las correlaciones enmarcadas en la figura
46. Donde el carbono anomérico de la glucosa (4.74 ppm) detecta los carbonos
Co (155.83 ppm) y Cr (162.34 ppm), correlaciones ilustradas en la siguiente

89



Figura 47. Teoria igualmente soportada en la discrepancia observada respecto
de la sefial dada por el carbono Cs de un compuesto derivado de la Apigenina,
donde el disacérido (3-O-a-L-Ramnopiranosil-B-D-Glucosa) presenta una unién
C-glucosidica al carbono 6 de la aglicona, a un desplazamiento de 99.2 (Li et al.,
2007); siendo asi que para el espectro propio no se observan sefiales en la
region sefnalada.

Figura 47. Deteccion del protdbn anomérico de la glucosa, con los carbonos C7 y
Codel anillo aromatico A.

Finalmente, respecto de la disposicidn de los carbohidratos podemos pensar que
la unién del residuo disacarido corresponde una unién del tipo 3—1 dado que
desde esta disposicion podemos justificar la deteccibn de ambos carbonos
anoméricos (4.74 y 4.94 ppm para la glucosa y ramnosa, respectivamente) por
parte del carbono Cs de la glucosa (75.09 ppm), interaccion ilustrada en la
siguiente expansién del espectro bidimensional heteronuclear HMBC del
compuesto (Figura 49), y en la estructura de la Figura 48.

OH
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Figura 48. Deteccién del carbono Cz de la glucosa, con los protones anoméricos

de la glucosa y la ramnosa.
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Figura 49. Expansidon del espectro bidimensional heteronuclear HMBC del

compuesto de la fraccion C.

Vale la pena destacar el hecho de que las asignaciones de los desplazamientos
quimicos de los atomos de hidrégeno y de carbono fueron realizadas y
confirmadas tomando como base comparaciones con la literatura referentes a
los desplazamientos generales de nucleos flavondlicos tipicos (Ternai et al.,
1975; Ternai et al., 1976; Ternai et al., 1977) y de estructuras mucho mas
aproximadas al compuesto en cuestion (Kaneko et al., 1994; Mattawska et al.,
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2001; Xu et al.,, 2011; Yoon et al., 2007). En especial para las sefales de
carbohidratos (Agrawal et al., 1992) debido a que su cercania y en el caso de
las sefales protonicas, su multiplicidad, hace dificil la asignacién de sefiales
puntuales.

Una vez consideradas dichas bases tedricas podemos aun mas descartar
indicios de que la unién entre los carbohidratos sea de tipo 2—1, debido a que
en este tipo de disposicion también se hubiese permitido la correlacion entre el
carbono Cz de la glucosa y ambos carbonos anoméricos. Puesto que en las
publicaciones anteriores se discute la estructura de un compuesto con las
mismas caracteristicas pero cuya unioén interglicosidica si corresponde a una del
tipo 2—1. Desplazamientos enlistados en las siguientes Tablas 19 y 20.

Igualmente, se refuerza la teoria de la union interglicosidica de tipo 3—1, con los
datos reportados por la sintesis del disacarido 3-O-a-L-Ramnopiranosil-3-D-
Glucosa, en el cual se observa una alta correlacion con el dato publicado para
el desplazamiento del proton anomérico de la ramnosa en este tipo de unién de
4.92 (Imperato et al., 1975).
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Tabla 19. Desplazamientos quimicos de protdén para compuestos similares al
compuesto presente en la Fraccion C.

(atiawska| 81PPm] | ©lppm

H etal, (Yoon et (Xuetal.,

2001) al., 2001) 2001)
3 6.67 6.51

6.37 6.47 6.37
8 6.80 6.58 6.79
2' 7.94 7.84 8.06
3' 6.97 6.91 6.94
5' 6.97 6.91 6.94
6' 7.94 7.84 8.06
1" 5.23 5.37 5.24
2" — — —
3" — — —
4" — — —
5" — — —
6" — — —
1 5.13 5.16 5.09
2"' _— _— _—
3" — — —
4" — — —
g — — —
6" 1.22 1.02 1.02
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Tabla 20. Desplazamientos quimicos de carbono para compuestos similares al
compuesto presente en la Fraccion C.

& [ppm] (,\,?a[t‘::v':gka & [ppm] & [ppm]
C (Kaneko et etal, (Yoonet | (Xuetal,
al., 1994) 2001) al., 2001) 2001)
2 164.20 164.18 160.1 147.65
3 103.01 103.4 105.7 136.11
4 181.80 181.86 175.6 176.14
5 161.10 161.39 157 160.42
6 99.6 99.22 99.1 98.63
7 162.6 162.44 162.5 162.47
8 94.7 94.42 96.3 94.16
9 157.9 156.87 158.7 155.82
10 105.6 105.32 107.1 104.82
1' 121.1 120.8 121.3 121.55
2' 128.5 128.44 127.8 129.7
3 115.9 115.95 115.8 115.56
4' 161.4 160.99 160.5 159.46
5' 115.9 115.95 115.8 115.56
6' 128.5 128.44 127.8 129.7
1" 98.6 97.75 97 98.13
2" 77.1 77.12 76.7 80.21
3" 77 76.9 76.5 77.17
4" 70.6 70.42 69.9 69.28
5" 77.4 76.12 73.3 76.67
6" 61 59.54 62.8 60.51
IR 100.5 100.33 99.5 100.89
2" 70.2 69.63 70.4 68.69
3™ 70.6 70.28 70.3 69.74
4" 72.3 71.79 72.1 71.67
5 68.6 68.18 68.6 66.48
6" 18.1 17.96 17.8 16.52

Es asi que el desplazamiento del carbono C2 de la glucosa presenta gran
discrepancia con el reportado para el carbono C2 del compuesto de estudio.

Igualmente los desplazamientos propuestos fueron comparados con
aproximaciones teoricas realizadas por el simulador de RMN del programa ACD
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Labs/ChemSketck. Dando altos indicios de que la estructura del compuesto
discutido corresponda con la ilustrada en la Figura 50.

H

OH
Figura 50. Estructura del compuesto presente en la Fraccion C

Compuesto que puede recibir el nombre sistematico de Apigenina 7-O-(a-L-
ramnopiranosil (1”’—3")-p-D-glucopirandsido) y que para la fecha no ha sido
reportado en la literatura, obtenida en las bases de datos REAXYS,
CHEMSPIDER y una base de datos especifica para flavonoides, construida por
The Netherlands Metabolomics Centre y Netherlands Bioinformatics Centre,
MetIDB.

6.3 ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE Y CUANTIFICACION DE FENOLES Y
FLAVONOIDES

6.3.1 Actividad captadora de radicales libres por el método de DPPH

6.3.1.1 Consideraciones Iniciales

Atendiendo el notable hecho de la inestabilidad de las soluciones metandlicas
del radical DPPH" por efectos de la luz, el oxigeno, temperatura y pH de los
medios (Klen et al., 2012), antes de cada determinacién fueron preparadas
nuevas soluciones del radical en cuestion. Y luego las lecturas fueron realizadas
dentro del rango de longitud de onda donde el cromdgeno radical demuestra su
mayor absorcién entre 515 y 520 nm (Jiménez et al., 2014).

6312 Método de DPPH'
Partiendo del valor reportado por estudios realizados en el Grupo de
Biotecnologia — Productos Naturales (GB-PN) sobre la actividad antioxidante del

extracto metandlico crudo de Alchornea coelophylla descrito en la siguiente
Tabla 21, se considerala determinacion de la concentracion maxima de la media
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inhibitoria (ICso) y con ello tener un acercamiento mucho mayor al verdadero
poder antioxidante del mismo

Tabla 21. Valores de actividad antioxidantes por los métodos de DPPH', ABTS™*
y equivalentes Trolox de capacidad antioxidante (TEAC) para el extracto
metanolico de Alchornea coelophylla.

DPPH"* ABTS™
ESPECIE Equivalentes Equivalentes
% Actividad trolox % Actividad trolox
antioxidante (umol trolox/ antioxidante (umol trolox/
g extracto) g extracto)
Extracto MeOH MeOH MeOH MeOH
Alchornea
coelophylla 49.56 51.95 99.8 282.48
Control (+)
Hidroquinona 64.02 67.13 99.87 282.67

Para tal fin se evallan los porcentajes de actividad antioxidante de soluciones
de diferentes concentraciones del extracto crudo dando como resultado, los
datos de la Tabla 22.

Tabla 22. Actividad antioxidante obtenida mediante el ensayo DPPH' el extracto
metandlico evaluado a diferentes concentraciones.

Porcentaje Desviacion
Concentracion [ppm] | de Actividad .
- Estandar
Antioxidante

500 100.00 0.00

250 93.77 0.38

150 91.61 0.40

100 89.22 0.00

Una vez confirmado el alto poder antioxidante del extracto crudo con un valor
ICs0 de 0,27 pg/mL, aumenta las posibilidades de realmente lograr el aislamiento
de un compuesto antioxidante.

La capacidad inhibitoria de radicales libres fue determinado a las fracciones
obtenidas de la primera columna cromatografica, como una herramienta que
acompanaba el proceso de aislamiento obteniendo con ello un perfil de actividad
de las mismas ayudando en la tarea de discernir cual fracciébn era la mas
promisoria para continuar el proceso se separacion.
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Como se mencionaba anteriormente (Véase 1.2 Separacion Cromatografica)
solo se considero la posterior utilizacion de fracciones con masas superiores a
300 mg, por lo cual fue determinada la capacidad inhibitoria de radicales libres
a 17 de las 30 fracciones originalmente colectadas (Ver Anexo 1V). Como se
muestra en la Figura 51, todas las fracciones evaluadas pudieron ser
consideradas como activas dado que exhibieron porcentajes de actividad
antioxidantes muy similares al control positivo Hidroquinona 1000 ppm,
considerando que ellas estaban a la mitad de la concentracion (500 ppm).
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Figura 51. Porcentaje de actividad antioxidante de las fracciones mas
representativas en masa de la columna cromatografica DIAION HP-20 por el
método de DPPH
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De esta manera, observando el perfil de actividad de dichas fracciones, la ruta
mas acertada para la seleccién de la fraccibn mas promisoria es aquella en la
gue se considera la relacion masa-porcentaje de actividad (Ver Tablas 13 y
Anexo 1V, respectivamente). Es asi como la fraccién 11 puede ser considerada
como una buena candidata para continuar con el proceso cromatografico, debido
a que es la cuarta mas representativa en masa (0.9553 g) y la tercera con mayor
actividad (51.8472 %).

Siguiendo este orden de ideas, fue la fraccion 11 la cual fue sometida al siguiente
proceso cromatografico de donde fue obtenida una fraccién conteniendo uno de
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los compuestos de interés en un alto grado de pureza. Asi las cosas, se hizo
necesaria la determinacion del ICso del compuesto aislado para asi tener un
referente en cuanto a su poder antioxidante total, obteniéndose un valor de
1.28x10°° pg/mL. Los datos de dicha determinacion corresponden a los
consignados en la Tabla 23.

Tabla 23. Actividad antioxidante obtenida mediante el ensayo DPPH" de la
Fraccion C evaluado a diferentes concentraciones.

Porcentaje Desviacién
Concentracion [ppm] | de Actividad ,
.. Estandar
Antioxidante

500 96.07 1.61

250 94.65 0.83

100 92.56 0.47

50 90.00 0.98

6.3.2 Actividad captadora de radicales libres por el método de ABTS™*

6.3.2.1 Consideraciones Iniciales

Dada la naturaleza de este ensayo, en el cual se hace uso de un radical
cromoforo sintético, el radical a ser evaluado fue preparado mediante la
conversion del ABTS a su forma radical mediante la adicion de persulfato de
potasio como agente oxidante, dejando un tiempo de reaccion de 16 horas
(Durmaz et al., 2012) y la estabilidad de las soluciones preparadas fue un factor
tenido en cuenta, para lo cual durante los ensayos con el radical cation ABTS*
solo se utilizaba la solucién concentrada del mismo por un lapso de dos dias
(Guedes et al., 2013).

Una vez preparada la solucion del radical cation antes de cada determinacion a
una alicuota de la misma se le ajusto su absorbancia a 0.7 = 0.02 con etanol y
las lecturas fueron realizadas a 732 nm (Re et al., 1999).

6.3.2.2 Método ABTS™

Igualmente partiendo de los datos reportados anteriormente por el GB-PN
respecto de la actividad antioxidante del extracto metanolico de A. coelophylla,
la determinacion del ICso del mismo fue considerada debido a que con ella
terminariamos de constatar por ambas técnicas el verdadero poder antioxidante
de dicho extracto.
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Con la determinacién del ICso (Ver Tabla 24) se encontr6 que para que exista
una inhibicion del 50% por parte de los radicales prooxidantes en el medio, es
necesaria una concentracion de 108.2 pg/mL, lo que indica una buena capacidad
antioxidante (Ramos et al., 2003).

Tabla 24. Actividad antioxidante obtenida mediante el ensayo ABTS " el extracto
metandlico evaluado a diferentes concentraciones.

., Porcentaje .
Concentracion .. Desviacion
[ppm] de Actividad Estandar
PP Antioxidante

500 100.00 0.00

250 88.56 0.22

150 62.83 0.39

100 43.24 3.26

50 21.76 3.32

Siendo coherentes con la idea de desarrollar un proceso de aislamiento
bioguiado, la determinacion de la actividad antioxidante de las fracciones
obtenidas con la primera columna cromatografica (Ver Anexo V) también fue
realizado por medio de esta técnica, arrojando el siguiente perfil de actividades
antioxidantes.
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Figura 52. Porcentaje de actividad antioxidante de las fracciones mas
representativas en masa de la columna cromatografica DIAION HP-20 por el
método de ABTS*

Finalmente observando la Figura 52, también podemos concluir que la fraccion
11 posee un perfil de actividad antioxidante alto, lo que la convierte en una
fraccion adecuada y promisoria a la hora de aislar un flavonoide con actividad
antioxidante de la misma.

Es asi que una vez obtenida la Fraccion C, donde presumimos la presencia del
compuesto de interés en un nivel considerable de pureza a partir de la segunda
columna cromatografica de Silica gel de la fraccion 11, se realizé la
determinacion del ICso a la misma (Ver Tabla 25).

Tabla 25. Actividad antioxidante obtenida mediante el ensayo ABTS™* de la
Fraccion C a diferentes concentraciones.
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Porcentaje Desviacion
Concentracion [ppm] | de Actividad .
- Estandar
Antioxidante
500 100 0.00
250 74.21 5.98
100 27.92 1.64
50 14.71 1.86

Donde finalmente se encontr6 que la concentracion necesaria para una
inhibicion del 50% por parte de los radicales prooxidantes en el medio, es
necesaria una concentracion de 141,9 ug/mL. Dato que indica fuertemente que
el compuesto aislado del extracto metandlico de Alchornea coelophylla no es el
Unico responsable de la actividad del mismo y més bien la actividad que dicho
extracto exhibe se debe al comportamiento sinérgico de varios compuestos alli
presentes, debido al notable descenso por parte del ICso.

6.3.3 Capacidad antioxidante en equivalentes trolox (TEAC)

Adicional a las determinaciones de actividad antioxidante, fueron realizadas
curvas de calibracion para cada una de las técnicas utilizando Trolox como
compuesto antioxidante de referencia con el fin de poder finalmente realizar una
comparacién entre los valores arrojados por ambas técnicas ABTS* y DPPH
(Prakash et al., 2001).

Determinacién que se hace necesaria si se quieren comparar resultados debido
a la diferencia existente entre las técnicas, referente a los solventes y los medios
en los cuales cada una de ellas tiene lugar (Magalhées et al., 2014). Para tal fin
fue obtenida la grafica de la Figura 53 partiendo de los datos reportados en la
Tabla 26 en las que se relaciona directamente los porcentajes de actividad
antioxidante y la concentracién de Trolox para el método de ABTS*.

Tabla 26. Porcentajes de actividad antioxidante para diferentes concentraciones
de equivalentes Trolox.

Trolox
(uM) % AA
10 2.69
20 6.05
40 11.79
80 26.14
100 35.48
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Figura 53. Curva de calibracion Trolox para la actividad antioxidante
determinado por medio del ensayo de ABTS ™.

Una vez construida la grafica que correlaciona dichas actividades, los valores
reportados de actividad antioxidante en el screening realizado a las fracciones
obtenidas con la columna cromatografica DIAION HP-20, pueden ser
convertidas a unidades de equivalentes de dicho compuesto antioxidante de
referencia con el fin de poder ser comparados a futuro con los mismos
calculados para la técnica de DPPH'. De igual forma en la Tabla 27 y la grafica
54 se muestran los datos de correlacion equivalentes Trolox y actividad
antioxidante para el método de DPPH'.

Tabla 27. Porcentajes de actividad antioxidante para diferentes concentraciones
de equivalentes Trolox.

Trolox

(nMm) % AA
2 2.90
4 3.55
8 8.71
16 14.52
32 29.68
64 60.32
100 96.13
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Figura 54. Curva de calibracion Trolox para la actividad antioxidante
determinado por medio del ensayo de DPPH'.

Es asi como en la siguiente Tabla 28, ambos datos de actividad antioxidante
son reportados como equivalentes de Trolox (umol Trolox/g Extracto).

Tabla 28. Concentracion en equivalentes Trolox de las fracciones obtenidas con
la columna cromatogréafica DIAION HP-20 por los métodos de DPPH y ABTS ™.

Equivalentes Trolox (umol Trolox/mg Extracto)
Fraccion

ABTS* DPPH

1 84.69 319.22
2 94.94 565.38
7 98.14 563.96
8 111.57 564.93
9 108.58 565.06
10 114.05 564.60
11 108.70 564.67
12 106.39 566.08
13 96.56 562.96
17 104.41 565.37
19 99.08 564.03
20 100.06 563.06
21 98.77 562.79
23 95.23 562.31
28 88.63 564.00
29 72.06 239.20
30 95.41 198.47
Control + 125.86 563.54
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Es notable que a la hora de realizar una comparacion rapida de los datos, sea
en porcentaje de actividad antioxidante o equivalentes Trolox, los valores
obtenidos por medio de la técnica de ABTS* son significativamente mayores a
los obtenidos a la hora de analizar las mismas muestras mediante el ensayo
DPPH'.

Hecho que puede encontrar explicacion en factores tales como que en las
determinaciones por el método de ABTS * algunas interferencias por demas tipos
de compuestos que absorban en la region UV son minimizadas por la deteccion
en la region del visible a 734 nm (Magalhaes et al., 2008), ademas de los errores
gue pueden existir de no cuidar la estequiometria de la reaccion a la hora de
generar el radical cation, o no permitir suficiente tiempo de reaccion entre el
ABTS y el agente oxidante antes de la determinacion experimentas debido a que
por la naturaleza antioxidante de los compuestos que se desea evaluar pueden
reaccionar con los agentes oxidantes utilizados (por ejemplo, persulfato de
potasio) dando lugares a sobre estimaciones en la técnica (Prior et al., 2005).

Ademas de que termodinamicamente cualquier compuesto que posea un
potencial de oxido-reduccion menor que el del ABTS (0.68 V) puede actuar
reduciendo el radical ABTS* en cuestion, por lo que gran nimero de compuestos
fendlicos solo por el hecho de exhibir un bajo potencial pueden actuar como
antioxidantes sin serlo (Prior et al., 2005).

Ademas de ello, respecto del método DPPH'" también algunas imprecisiones de
la técnica pueden ser destacadas como que para esta reaccion, los perfiles de
comportamiento cinético pueden variar desde la composicién del medio, dado
gue el mecanismo de transferencia de hidrégeno (HAT) puede ser muy lento y
predominar el de transferencia de electrones (ET) en medios con fuertes
aceptores de hidrégeno como solventes, como el metanol y etanol (Magalhdes
et al., 2008). Factor que igualmente se ve limitado por la poca disponibilidad
estérica del radical, siendo asi que moléculas mas pequefias pueden exhibir
tiempos menores de reaccion, contrario a moléculas antioxidantes de tamario
considerable (Huang et al., 2005). Finalmente lecturas errobneas pueden tener
lugar con subestimacién de los valores de actividad por cuenta de que pueden
ocurrir algun tipo de reacciones reversibles, como las observadas con eugenol
u otro tipo de compuestos con estructuras similares del tipo o-metoxifenol
(Huang et al., 2005).

Es esta la razén por la cual en la grafica e la Figura 55, se observan ciertas
discrepancias en cuanto a la correlacion por parte de los valores reportados por
ambas técnicas en términos de equivalentes Trolox.
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Figura 55. Correlacion entre los equivalentes Trolox de los extractos de metanol
para los ensayos ABTS*y DPPH

6.3.4 Cuantificacién de fenoles por medio del ensayo de Folin-Ciocalteu.

Teniendo en cuenta que el objetivo principal de este trabajo era el aislamiento
de un compuesto de tipo flavondlico, que de igual manera por su naturaleza
exhibe un comportamiento inherente de tipo fendlico. Al igual que las
determinaciones de actividades bioldgicas a lo largo del proceso de aislamiento,
también fue considerada la cuantificacion de fenoles y flavonoides (Véase 3.5)
para contar con una herramienta mas para la toma de decisiones en el momento
intermedio del proceso cromatografico.

Razén por la cual se realiz6 la determinacion de fenoles por medio del ensayo
propuesto por (Folin et al., 1927), para lo cual se realizé una curva de calibracion
para finalmente poder expresar las mediciones obtenidas de las fracciones
evaluadas como equivalentes de un compuesto de referencia, en este caso,
acido galico, con un coeficiente de correlacion de 0.9956, como se ilustra en la
Figura 56.
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Figura 56. Curva de calibracion de acido galico para la cuantificacion de fenoles
totales.

Una vez construida dicha curva, los resultados de la cuantificacion de fenoles
(Ver Anexo VI) pueden ser expresados como pg Acido géalico/mg de Fraccion
evaluada como se muestra en la Figura 57.
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Figura 57. Fenoles totales de las fracciones de la columna cromatografica
DIAION HP-20 por el método de Folin-Ciocalteu.
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Figura de donde podemos destacar fracciones con un contenido fenélico muy
alto, mucho mas que el obtenido para la fraccién 11 (28.49 ug Acido gélico/mg
de Fraccion), fraccion considerada como promisoria para los demas procesos
de aislamiento, pero que a la hora de guardar relaciones con las masas
disponibles de las mismas (Véase Tabla 12). Se encuentra que esta puede
seguir siendo considerada como una buena candidata para tal fin.

6.3.5 Cuantificacion de flavonoides con AICI3

Mas que el contenido de fenoles, la aproximacion al contenido de compuestos
flavondlicos en las fracciones sirve como herramienta de juicio para tomar la
decision final sobre qué fraccion puede ser la mas adecuada para finalizar el
proceso de aislamiento cromatografico de un flavonoide del extracto metandlico
de Alchornea coelophylla. Puesto que con esta informacion seran seleccionadas
las fracciones que mayor contenido flavondlico presenten.

Para tal fin, se construyéo una curva de calibracion para finalmente poder
expresar las mediciones obtenidas de las fracciones evaluadas como
equivalentes de un compuesto de referencia, en este caso, Kaempferol, con un
coeficiente de correlacion de 0,9986, como se ilustra en la Figura 58.
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Figura 58. Curva de calibraciéon de kaempferol para la cuantificacion de
flavonoides.

De esta manera, los datos obtenido en la cuantificacion de flavonoides con AICl3
(Véase Anexo VII) pueden finalmente ser expresados como equivalentes de
Kaempferol para lograr un perfil real de las fracciones cromatograficas en estudio
en cuanto a su contenido de compuestos de tipo flavonélico. Es asi que en la
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Figura 59, podemos observar la verdadera significancia de la Fraccion 11 como
la candidata mas promisora para obtener el compuesto de interés.
0,40

0,30
0,25
0,20
0,10
0,05 I I
0,00 I
1 2 7 8 9 10 12 13 17 19 20 21 23 28 29 30

Fracciones
Figura 59. Flavonoides totales de las fracciones de la columna cromatogréafica
DIAION HP-20 con AICls.
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Finalmente una vez con todos estos datos recolectados de las fracciones
cromatograficas, se pueden realizar ciertos estudios de correlacion para lograr
tener un acercamiento y poder emitir un juicio inicial respecto de la
responsabilidad de las actividades bioldégicas medidas sobre las mismas, y con
ello sumar ain méas herramientas de juicio para considerar si son 0 no los
flavonoides quienes mas correlacion guardan con los perfiles de actividad
antioxidante observados.

De esta manera, teniendo en cuenta las graficas de correlacion presentes en el
Anexo VI, por las notables diferencias en los coeficientes de correlacién
podemos objetar en una primera instancia que las actividades antioxidantes
obtenidas por los métodos de DPPH' y ABTS* de las fracciones evaluadas se
deben mucho maés a la accién de los flavonoides alli contenidos que al resto de
fenoles presentes en las mismas, lo que convierte a dichas fracciones en blancos
promisorios para el aislamiento de compuestos tipo flavonélico que exhiban
actividad antioxidante.
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7. CONCLUSIONES

Fue aislado un flavonoide de tipo flavona, derivado de la Apigenina a partir
del extracto metandlico de Alchornea coelophylla (Euphorbiaceae) a
través de técnicas cromatograficas, cuya posible estructura se encuentra
ilustrada en la Figura 42y que recibe el nombre sistematico de Apigenina
7-O-(a-L-ramnopiranosil (1""—3”)-B-D-glucopirandésido).

El compuesto aislado muestra un buen perfil de actividad antioxidante,
exhibiendo actividades de 96.1% y 100% para las técnicas de DPPH'y
ABTS™* y con valores de ICso de 1.28x10° pg/mL y 141.9 pg/mL,
respectivamente.

La Fraccion 11 resulto la fraccibn mas promisoria para el aislamiento de
flavonoides, por cuenta de los datos obtenidos por las determinaciones a
lo largo del aislamiento bioguiado de 51.85% y 99.75% para los ensayos
de actividad antioxidante por DPPH' y ABTS™*, 28.49 ug Acido galico/mg
de Fraccion para fenoles totales y 0.42 pug Kaempferol/mg Extracto para
la determinacion de flavonoides totales.
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8. RECOMENDACIONES

Se recomienda realizar la determinacion de la actividad antioxidante in vitro
del compuesto aislado con otras técnicas antioxidantes que se acerquen mas
a los modelos biologicos, puesto que los radicales utilizados para la
estimacion de las actividades propuestas, corresponden a compuestos
sintéticos que no se encuentran presentes de manera natural en matrices
biolégicas.

Se recomienda continuar con la investigacion del compuesto aislado,
haciendo énfasis en la determinacion de mayores actividades biologicas que
puedan estar relacionadas con mecanismos antioxidantes.

Continuar con el proceso de elucidacion estructural hasta obtener las
multiplicidades y las constantes de acoplamiento de las sefales registradas
en los experimentos de Resonancia Magnética Nuclear.

Realizar alguna derivatizacién y/o subsecuente hidrdlisis del compuesto para

la adquisicion de mas informacion a través de las técnicas espectroscopicas
utilizadas, con el fin de afianzar la informacién estructural propuesta.
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ANEXO |

Fotografias de las cromatoplacas realizadas durante la elucion de la primera
columna cromatografica donde se evaluaban los perfiles cromatograficos de las
fracciones obtenidas.

Para tal fin se utilizé una fase movil AcOEt-AcOH-H20 (30:15:2) y revelado con AICl3
al 1% en EtOH para una posterior visualizacion con luz ultravioleta de longitud de
onda corta (254 nm).

1.1 Fracciones eluidas con sistema MeOH-H20 (0:100)
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Gracias a lo observado en estas placas, se logré confirmar que los perfiles
cromatograficos de las fracciones evaluadas y que posteriormente fueron unidas en
fracciones mas representativas si guardaban considerable grado de similitud.

Fraccion 1: Union de las fracciones 4, 5,6y 7.
Fraccion 2: Union de las fracciones 8, 9y 10

Fraccion 3: Union de las fracciones 11, 12, 13 Y 14
Fraccion 4: Union de las fracciones 15, 16, 17, 18 y 19
Fraccion 5: Union de las fracciones de la 20 a la 30

1.2 Fracciones eluidas con el sistema MeOH-H20 (20:80)

Fraccion 6: Unién de las fracciones 1, 2, 3y 4.
Fraccion 7: Union de las fracciones de la5 ala 16
Fraccion 8: Union de las fracciones de la 17 a la 25

1.3 Fracciones eluidas con el sistema MeOH-H20 (40:60)
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MeOH-H:0 (40:60) DIAION HP-20

Fraccion 9: Union de las fracciones 1, 2, 3,4y 5

Fraccién 10:
Fraccion 11:
Fraccién 12:
Fraccion 13:
Fraccion 14:
Fraccién 15:
Fraccién 16:
Fraccién 17:

Union de las fracciones 6, 7y 8

Union de las fracciones 9, 10, 11, 12, 13, 14y 15

Union de las fracciones 16, 17, 18y 19

Unioén de las fracciones de la 20 a la 42

Unién de las fracciones de la43 ala 51

Unién de las fracciones de la 52 a la 57

Unién de las fracciones 58, 59, 60, 61, 62, 63 y 64

Unién de las fracciones de la 65 ala 111 + Fracciones del

sistema MeOH-H20 (60:40) 1, 2, 3,4y 5.

1.4 Fracciones eluidas con el sistema MeOH-H20 (60:40)

128



Fraccién 18:
Fraccién 19:
Fraccién 20:
Fraccion 21:
Fraccion 22:

Union de las fracciones 6y 7

Unioén de las fracciones de la8 ala 17

Unioén de las fracciones de la 18 a la 35

Unién de las fracciones dela 36 ala 77

Unién de las fracciones de la 78 a la 92 + Fracciones del
sistema MeOH-H:20 (80:20) 1, 2, 3,4y 5.

1.5 Fracciones eluidas con el sistema MeOH-H20 (80:20)
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Fracciéon 23: Union de las fracciones de la6 a la 21

Fraccion 24: Union de las fracciones 22, 23, 24, 25, 26 y 27

Fracciéon 25: Union de las fracciones de la 28 a la 39

Fracciéon 26: Union de las fracciones de la 40 a la 49

Fraccién 27: Union de las fracciones de la 50 a la 74 + Fracciones del sistema
MeOH-H20 (0:100) 1, 2, 3y 4.

1.6 Fracciones eluidas con el sistema MeOH-H20 (0:100)
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Fraccion 28: Unidén de las fracciones 5,6y 7
Fraccion 29: Unién de las fracciones de la 8 a la 36

Perfiles cromatograficos de la fraccion 11 a diferentes longitudes de onda.

ANEXO Il
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Figura 1. Perfil cromatografico de la fraccion 11 a 254 nm.
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DAD1 A, Sig=280 4 Ref=500,100 (08-07-2014002-0201.03)
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Figura 2. Perfil cromatografico de la fraccion 11 a 280 nm.
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Figura 3. Perfil cromatografico de la fraccion 11 a 330 nm.
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DAD1 C, Sig=2560,4 Ret500,100 (02-07-20144002-0201.00
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Figura 4. Perfil cromatografico de la fraccion 11 a 350 nm.

DAD1 E, Sig=380,4 Ref=500,100 (08-07-2014002-0201.0)
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Figura 5. Perfil cromatografico de la fraccion 11 a 380 nm.

Tomando como referencia el cromatograma de 280 nm (Figura 1), dado que es en
el que mayor grado de respuesta fue observado por parte de la muestra, y
realizando una expansion de la base del pico principal observado en el
cromatograma, se hace clara la presencia de un hombro en el pico lo que indica
presencia de otro tipo de compuestos (Ver Figura 6).
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DAD1 A, Sig=280,4 Ref=500,100 (02-07-2010002-0201.0)
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Figura 6. Expansién en la base del pico principal observado en el cromatograma de
la fraccién 11 a 280 nm.

Teoria igualmente soportada al realizar la toma de espectros de absorcion
ultravioleta a diferentes tiempos a lo largo de la base de dicho pico, dando como
resultado en diversas transformaciones del mismo (Ver Figura 7).
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Figura 7. Espectros de absorcion ultravioleta tomados a diferentes tiempos a la
base del pico principal observado en el cromatograma de la Fraccion 11 a 280 nm
(A) a 0,968 min (B) a 1,102 miny (C) a 1,168 min.

ANEXO Il
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Figura 1. Perfil cromatogréfico de la fraccién C a 254 nm.
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DADT A, Sig=280,4 Ref=5600,100 (19-06-20141004-0401.0)
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Figura 2. Perfil cromatogréfico de la fraccion C a 280 nm.
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Figura 3. Perfil cromatogréfico de la fraccion C a 330 nm.
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DAL C, Sig=350,4 Ref=500,100 (18-06-20141004-0401.0)
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Figura 4. Perfil cromatogréfico de la fraccién C a 350 nm.
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Figura 5. Perfil cromatogréfico de la fraccion C a 380 nm.

Una vez realizado el Ultimo paso de purificacion cromatogréfica de la fraccién 11 a
través de la columna de silica gel, se observa que la contaminacion existente ha
disminuido significativamente a tal punto que no hay exidencia de solapamientos en
el pico del componente principal y que la respuesta por parte del mismo a la
deteccién en la longitud de “referencia” de 280 nm aumentd considerablemente,
ademas que se obtuvo un espectro de absorcion ultravioleta constante. Espectro
ilustrado en la Figura 6.
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Figura 6. Espectro de absorcién ultravioleta del componente principal observado en

el cromatograma de la Fraccion C.
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ANEXO IV

Porcentajes de actividad antioxidante promedio de
representativas de la columna cromatogréafica DIAION HP-20 con el ensayo DPPH'

las fracciones mas

Porcentaje Actividad Porcentaje
Fraccion Antioxidante Actividad Desviacién
Antioxidante Estandar
Ensayol | Ensayo 2 Promedio
1 39.53 41.29 40.41 1.24
2 46.59 44.00 45.30 1.83
7 46.97 46.67 46.82 0.21
8 565 53.78 53.21 0.80
9 52.84 50.74 51.79 1.49
10 53.49 55.30 54.40 1.28
11 556 51.14 51.85 1.01
12 50.76 50.74 50.75 0.01
13 45.12 47.02 46.07 1.34
17 424 50.37 49.81 0.80
19 46.05 48.48 47.27 1.72
20 46.98 48.48 47.73 1.07
21 46.51 47.73 47.12 0.86
23 44.65 46.21 45.43 1.10
28 41.40 43.18 42.29 1.26
29 33.94 34.85 34.40 0.64
30 46.59 44 .44 45.52 1.52
Control + 58.72 61.33 60.02 1.85
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ANEXO V

Porcentajes de actividad antioxidante promedio de las fracciones mas
representativas de la columna cromatogréafica DIAION HP-20 con el ensayo ABTS™*

.. Porcentaje Actividad Antioxidante Porcent-aje. Actividad Desviacion
Fraccion Antioxidante Estindar
Promedio - ABS
Ensayo 1 Ensayo 2
1 54.38 57.09 55.74 1.92
2 99.93 99.82 99.87 0.08
7 99.51 99.73 99.62 0.15
8 99.86 99.73 99.79 0.09
9 99.86 99.77 99.82 0.06
10 99.65 99.82 99.73 0.12
11 99.72 99.77 99.75 0.04
12 99.91 100.23 100.00 0.22
13 99.65 99.23 99.44 0.30
17 99.79 99.95 99.87 0.12
19 99.58 99.68 99.63 0.07
20 99.37 99.55 99.46 0.12
21 99.09 99.73 99.41 0.45
23 99.51 99.14 99.32 0.26
28 100.07 99.18 99.63 0.63
29 40.74 42.04 41.39 0.92
30 33.23 34.94 34.09 1.21
Control + 99.81 99.28 99.54 0.37
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ANEXO VI

Contenido de fenoles totales como (ug de Acido Galico/mg de Extracto) para las
fracciones de la columna cromatografica DIAION HP-20.

Fenoles Totales [pg Acido| Fenoles ..
Fraccién gélico/mg de Fraccion] Totales Desv’lacmn
Promedio Estandar
Ensayo 1 Ensayo 2
1 26.15 29.13 27.64 2.11
2 24.81 24.42 24.62 0.27
7 21.09 21.22 21.15 0.09
8 29.68 29.74 29.71 0.05
9 33.59 33.72 33.65 0.09
10 31.79 31.86 31.83 0.05
11 25.90 31.09 28.49 3.67
12 21.54 25.38 23.46 2.72
13 32.50 31.76 32..13 0.52
17 28.65 32.63 30.64 2.81
19 28.53 33.01 30.77 3.17
20 35.38 32.50 33.94 2.04
21 38.33 38.27 38.30 0.05
23 36.67 38.46 37.56 1.27
28 39.74 37.12 38.43 1.86
29 30.58 26.03 28.30 3.22
30 10.38 13.01 11.70 1.86
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ANEXO VI

Contenido de flavonoides totales como (ug de Kaempferol/mg de Extracto) para
las fracciones de la columna cromatografica DIAION HP-20.

Flavonoides Totales (ug
Fraccién Kaempferol/mg Flavonoides 'I"otales Desvliacién
Extracto) Promedio Estandar
Ensayo 1 Ensayo 2
1 0.04 0.06 0.05 0.01
2 0.11 0.11 0.11 0.00
7 0.27 0.26 0.26 0.00
8 0.37 0.36 0.36 0.01
9 0.40 0.39 0.39 0.00
10 0.36 0.36 0.36 0.00
11 0.43 0.41 0.42 0.01
12 0.27 0.26 0.27 0.01
13 0.38 0.31 0.35 0.05
17 0.31 0.31 0.31 0.00
19 0.38 0.36 0.37 0.01
20 0.43 0.45 0.44 0.01
21 0.31 0.28 0.30 0.02
23 0.30 0.32 0.31 0.01
28 0.14 0.11 0.12 0.02
29 0.15 0.11 0.13 0.02
30 0.08 0.13 0.11 0.03
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ANEXO VI

Diversas correlaciones existentes entre las actividades antioxidantes medidas por
ambos métodos (DPPH"y ABTS™) y las cuantificaciones de Fenoles y Flavonoides
por los métodos de Folin-Ciocalteu y AICIs, para las fracciones cromatograficas de
la columna DIAION HP-20.
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Figura 1. Correlacion entre el contenido de fenoles totales y la actividad antioxidante
de las fracciones cromatograficas de la columna DIAION HP-20 obtenida mediante
el ensayo ABTS™*
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Figura 2. Correlacion entre el contenido de fenoles totales y la actividad antioxidante
de las fracciones cromatogréficas de la columna DIAION HP-20 obtenida mediante
el ensayo DPPH
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Figura 3. Correlacion entre el contenido de flavonoides totales y la actividad
antioxidante de las fracciones cromatograficas de la columna DIAION HP-20
obtenida mediante el ensayo ABTS™*
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Figura 4. Correlacion entre el contenido de flavonoides totales y la actividad
antioxidante de las fracciones cromatograficas de la columna DIAION HP-20
obtenida mediante el ensayo DPPH'

ANEXO IX

Espectros de Resonancia Magnética Nuclear de la Fraccion C (400 MHz) tomados
en hexadeuterodimetilsulféxido (DMSO-ds)
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Figura 1. Espectro de *H-RMN del compuesto presente en la Fraccién C.
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Figura 2. Espectro de 3C-RMN del compuesto presente en la Fraccion C.
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Figura 3. Espectro DEPT 135° del compuesto presente en la Fraccion C.
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Figura 4. Espectro bidimensional homonuclear COSY del compuesto presente en la Fraccién C.
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Figura 5. Espectro bidimensional heteronuclear HSQC-TOCSY del compuesto presente en la Fraccion C.
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Figura 6. Espectro bidimensional heteronuclear HMBC del compuesto presente en la Fraccion C
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Figura 7. Espectro bidimensional heteronuclear HMBC (Expansion 2) del compuesto presente en la Fracciéon C.
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