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1. INTRODUCCION

El uso de plantas medicinales con aplicaciones curativas se remonta al inicio de la
humanidad, cuando el hombre recurria a la naturaleza y de ésta obtenia sus
alimentos para cuidar de su salud, aprendiendo y conociendo de aquellas que lo
curaban'. A través del tiempo y de diferentes culturas se fueron adquiriendo
conocimientos empiricos sobre las propiedades medicinales de diversas plantas y
hierbas, los cuales se transmitieron de forma oral o escrita a posteriores
generaciones®. Estas son las bases de la Medicina Tradicional moderna, la cual se
define por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) como la suma de todos los
conocimientos y practicas, sean explicables o no, que se utilizan para el
diagndstico, la prevencion y eliminacion de todo desequilibrio fisico, mental o
social, basado exclusivamente en la experiencia practica y en la observacion,

transmitidos de generacion en generacion de forma oral o escrita.

En México, el uso de las plantas medicinales forma parte de una alternativa a la
que la gente ha recurrido con el fin de enfrentar o mimetizar alguna enfermedad o
padecimiento. Nuestro pais, al gozar de una gran biodiversidad (el cual, consta de
alrededor de 30,000 especies de plantas de las cuales entre el 10-15% tienen un

potencial terapéutico relevante*°®”’

), ha permitido realizar la busqueda continua
de productos naturales para atender los problemas prioritarios de salud mediante
tratamientos médicos accesibles que permitan llevar una vida saludable®. Es por
ello que en la actualidad se tiene gran interés en investigar cada vez mas a fondo

las propiedades que estos productos naturales brindan.

En general, las plantas medicinales tienen un efecto terapéutico en el ser

humano cuando se emplean de forma apropiada. Por esta razén, a lo largo del

" Hernandez, M. R.et al. M. (1981), Plantas medicinales, uso y dosificacién de las 184 plantas mas usadas en
Ameérica latina, pp.7.
Rojas-Alba, M. (2010), Herbolaria y Medicina Tradicional Mexicana, México.
3 Martinez, M. (1959), Las plantas medicinales de México, pp. 128.
4 Argueta, A. et al. (1994), Atlas de las Plantas de la Medicina Tradicional Mexicana, México.
S Linares, E. et al. (1994), Seleccion de plantas Medicinales de México, México.
6 Lozoya, X. (1994), Two decades of Mexican ethnobotany and research on plant derived In: Ethnobotany and
the Search of New Drugs, pp. 185.
" Aguilar, A. (1999), Plantas medicinales del Sur de México, México.
® Osuna-Torres, L. et al. (2005), Plantas medicinales de la medicina tradicional mexicana para tratar
afecciones gastrointestinales, pp. 9.
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tiempo se han establecido lineamientos oficiales relacionados con el control de
calidad, los cuales permiten asegurar la idoneidad de las plantas utilizadas en el
pais y en el mundo respecto a su identidad y pureza. Es por ello que a lo largo del
tiempo se ha recopilado informacidon que hace alusion a la seguridad de los
productos en su uso, a los métodos de andlisis validados, etc., que satisfagan la
necesidad de trabajar con plantas medicinales y sus derivados. Por lo anterior, se
optd por la creacion de métodos de analisis incluidos por la OMS en los “Métodos
de Control de Calidad para Plantas Medicinales”, los cuales, junto con los Métodos
de Analisis y los diferentes apartados desplegados en la Farmacopea Herbolaria
de los Estados Unidos Mexicanos (FHEUM), en conjunto forman una herramienta

analitica importante para el control de calidad.

El interés en la corteza de Alnus acuminata se centra en sus propiedades
antiinflamatorias y antioxidantes, ésta ultima enfocada al tratamiento de
enfermedades cronico-degenerativas que de acuerdo con la Dra. Margaret Chan,
directora general de la OMS, son en la actualidad la principal causa de morbilidad
y mortalidad (OMS, 2010).

La importancia del presente trabajo radica en continuar con las investigaciones
iniciadas de las dos materias vegetales: corteza de Alnus acuminata spp. arguta,
enfocada a la inclusiéon de propuestas metodoldgicas que permitan enriquecer los
métodos de analisis descritos en una monografia de la misma en la FHEUM; y de
la raiz de Heliopsis longipes, de la cual se busca completar informacién
contundente a establecer la composicion de los compuestos volatiles, aplicando la

técnica de microextraccion en fase solida.
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2. ANTECEDENTES

2.1. Control de calidad en plantas medicinales

El uso de plantas medicinales para el tratamiento de afecciones de la salud
mediante las practicas médicas alopaticas o tradicionales, asi como la busqueda
de fuentes potenciales como alternativas naturales, ha tenido un incremento
significativo en cuanto a su demanda por la eficaz respuesta en su uso dentro de

91011 Esto ha generado que la comercializacion de productos

la poblacion
naturales tenga carencias en cuanto a la regulacion de las mismas, al tener un
origen sin registro para la fabricacion, comercializacion, etc., que garantice la

eficacia, seguridad y calidad de estos productos'?.

2.2. Monografias como marco de referencia para el control de calidad de las
plantas medicinales

Ante la problematica relacionada con aspectos de regulacién de productos
terapéuticos naturales. La OMS, a partir de 1991, inici6 la publicacion de diversas
normas que permitieron facilitar el trabajo de los organismos regulatorios de todo
el mundo para lograr el reconocimiento de la medicina herbolaria, de modo que se
promueva su uso racional para alcanzar las expectativas deseadas de eficacia y
seguridad. Es por ello que se establecieron las Buenas Practicas de Manufactura
(GMP, por sus siglas en inglés) como criterios de calidad, eficacia y seguridad en
todas las materias primas vegetales con fines medicinales'. Esta serie de normas
hacen alusion a diversos criterios como la inocuidad, eficacia y control de calidad
que deben tener las plantas medicinales de amplio uso a nivel internacional. Esta
informacion se incluye en monografias que contienen informacién general
(conceptos, distribucion geografica), asi como los analisis quimicos y botanicos
que permiten establecer los criterios de identidad, pureza y composicién. También

se incluyen aspectos como: usos tradicionales, farmacologia, clinica, toxicologia,

o Plotkin, M.,(2001), Global Phytochemistry: the ethnobotanist view, 56, 117-120.

10 Kumar, S. et al. (2003), Herbal Medicine: current status and the future, 4, 281-288.

" Phillipson, J. (2011), Phytochemistry and medicinal plants, 56, 237-242.

'2 Thimothy, F. et al. (2004), Medicinal plants and herbs of Newfoundland and part 1. Chemical constituyents
of aerial part of pineapple weed (Matricaria matricaroides), 12, 131-135.

™ Walter, F. (2005), The pathophysiology of cute pain, 23:277-284.



http://www.google.com.mx/imgres?hl=es-419&biw=975&bih=482&tbm=isch&tbnid=_UBzo6yBKGwLDM:&imgrefurl=http://alimentariaonline.com/2005/02/15/5o-diplomado-en-aditivos-alimentarios/&docid=LE8mGMPvPZH1KM&imgurl=http://www.alimentariaonline.com/apadmin/img/upload/FQ_logo_IN.jpg&w=117&h=73&ei=4vt7UqUR76TIAYnjgKAC&zoom=1&ved=1t:3588,r:14,s:0,i:119&iact=rc&page=2&tbnh=62&tbnw=99&start=10&ndsp=14&tx=69.52386474609375&ty=21.52381134033203

ANTECEDENTES

posibles efectos secundarios y la posologia de cada droga cruda. Ejemplos de

estos documentos son:

- La Farmacopea Herbolaria Americana de los Estados Unidos de
Norteamérica promueve el uso responsable de medicamentos herbolarios
mediante monografias que abarcan aspectos como: seguridad, preparacion
y almacenaje de las plantas medicinales.

- En Meéxico, la Farmacopea Herbolaria de los Estados Unidos Mexicanos
(FHEUM, 2001 y 2013) contiene monografias de plantas y algunas
esencias que incluyen aspectos como: caracteristicas de identidad, pureza
y composicion de las drogas crudas, asi como un apartado con Métodos
Generales de Analisis que describe los métodos de analisis y
especificaciones técnicas que deberan cumplir las plantas y los derivados
de ellas que se utilicen en la elaboracién de medicamentos y remedios

herbolarios.

En este contexto, al tener en existencia s6lo dos ediciones de la FHEUM, es
primordial la realizacion de investigaciones cientificas que complementen y
enriquezcan las monografias cientificas de las plantas medicinales descritas y
anexar aquellas de reciente estudio para establecer lineamientos de regulacion
que proporcionen informacién mas completa y actualizada en cuanto a estudios
quimicos (identidad, eficacia, seguridad y pureza), farmacologicos, toxicologicos,

etc., para asi validar sus propiedades medicinales.

2.3. Parametros de calidad de las drogas vegetales
La evaluacién de la calidad en fitofarmacos es un requisito basico en los

medicamentos alopaticos, ya que de ello depende la reproducibilidad de los

14,15,16,17

diferentes parametros de seguridad y eficacia Sin embargo, en

14Bauer, R. et al. (1996), Quality assessment of herbal preparations as precondition of pharmacological and
clinical studies, 2, 193-198.

Bauer, R. (1998), Quality criteria and standardization of phytopharmaceuticals: can acceptable drugs
standarts be achieve?, 32, 101-110.
'® Busse, W. (2000), The significance of quality for efficacy and safety of herbal medicine products, 34, 15-23.
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comparacion con los medicamentos convencionales, éstos tienen un contenido
mas complejo, lo que implica en ocasiones una mayor dificultad para caracterizar
a los compuestos activos. Por ello es importante el uso de métodos analiticos
adecuados como la Cromatografia de Gases (CG), para asi estudiar
selectivamente a los constituyentes presentes y obtener los parametros dentro del

control de calidad adecuado’®.

2.3.1. Ensayos de identidad

Estas pruebas permiten detectar posibles falsificaciones mediante el
reconocimiento botanico o a través de pruebas fisicoquimicas que, mediante
ensayos cualitativos, permitan establecer la identidad de la droga. Para esto, es
indispensable examinar sus caracteristicas organolépticas (olor, color, sabor y
sensacion al tacto), morfolégicas (analisis microscopico y macroscoépico de tallos,
hojas, inflorescencias, flores, frutos, semillas, etc.) e histolégicas. La identificaciéon
quimica permite realizar pruebas rapidas sobre los extractos organicos para
identificar especificamente algun componente caracteristico de la planta o sus

principios activos.

2.3.2. Pruebas de composicion

Estas pruebas permiten cuantificar la presencia de componentes quimicos en
plantas, las cuales se logran mediante el desarrollo y validacion de métodos
analiticos que hagan reproducible un experimento. En este contexto, la validacion
de un meétodo analitico es el proceso por el cual se establecen las caracteristicas
analiticas necesarias para evaluar si el método utilizado es adecuado para el fin
que se pretenda en términos de linealidad, reproducibilidad, precision, exactitud,
robustez, etc. Las cuantificaciones se realizan en términos de compuestos

marcadores o del principio activo.

i Franz, G. et al. (2001), Results and methods of work of the European pharmacopoeiae. Proceedings of the
International Symposium of Herbal Medicine Products: Quality Evaluation. Contribution of the European

Pharmacopoeiae, 17-25.

Lazarowich, N.J. et al. (1998), Use of fingerprinting and marker compounds for identification and
standardization of botanical drugs: strategies for applying pharmaceutical HPLC analysis to herbal products,
32, 493-512.
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2.3.3. Pruebas de pureza

Estas pruebas se relacionan con la identificacion y determinacion de materiales
ajenos o contaminantes que estén presentes en el material vegetal, ya sea de
origen quimico, biolégico o fisico. Puede realizarse una inspeccion visual, en la
cual se detectan defectos en el transporte, almacenaje o recoleccion de la planta,
asi como defectos en su desecacion, la presencia de adulteraciones, insectos,
etc., seguido de la realizacién de diversos ensayos fisicoquimicos cuantitativos
aplicables a todas las especies vegetales, como porcentaje de humedad, residuos
de ignicién, presencia de metales pesados, residuos de pesticidas, contaminacion

microbiolégica, contaminacion radioactiva, etc.

2.4. Generalidades sobre Alnus acuminata
2.4.1. Familia Betulaceae

Es una familia de arboles o arbustos dicotiledéneos caducifolios y monoicos
repartidos en seis géneros que presentan hojas simples y alternadas. Sus flores
masculinas presentan perianto simple, en grupos de tres en la axila de una
bractea, se disponen en amentos colgantes con forma de péndulos; y las flores
femeninas no presentan perianto, y se disponen en amentos derechos en grupos
de dos a tres en la axila de una bractea. Presenta frutos secos, semillas, hojas y
en la corteza abundan gran cantidad de compuestos en su mayoria taninos y
algunos glucésidos. Se encuentran comunmente en regiones templadas de los

trépicos y zonas de montafia del hemisferio norte®.

Esta familia se conforma de alrededor de 70 a 157 especies divididas en seis

géneros: Alnus, Betula (37 especies), Carpinus, Corylus, Ostrya 'y Ostryopsis.

"9 Fontquer (1962), Plantas medicinales, 97.
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2.4.2. Género Alnus
Este género esta constituido por las especies: Alnus hirsuta variedad sibirica,

Alnus rubra, A. glutinosa, A. incana, A. oregana, A. acuminata ssp. arguta, A.

cordata, A. glutinosa, A. trabeculosa®, A. nepalensis?’, A. japonica® entre otras.

2.4.3. Generalidades de Alnus acuminata spp. arguta
2.4.3.1. Aspectos botanicos
La clasificacion botanica se obtuvo de la biblioteca Integrated Taxonomic

Information System?.

Tabla 1. Clasificacion botanica de Alnus acuminata (Schlechtendal) Furlow

Reino Plantae
Subreino Thacheobionta
Division Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Orden Fagales
Familia Betulaceae
Género Alnus
Especie Alnus acuminata (Schlechtendal) Furlow
Subespecie Arguta

Su nombre cientifico es Alnus acuminata spp. arguta (Schlechtendal) Furlow,
como subespecie de la familia Betulaceae. Es un arbol de corteza lisa, delgada y
poco arrugada, de color claro a gris oscuro que alcanza alturas hasta de 15 a 35
m. El tronco presenta forma cilindrica a ovalada con ramificaciones alternas, sus
hojas son ovaladas, de punta aguda, tiene semillas ovaladas y con alas, y

presenta brotes basales?*.

2 Miyamoto, N. et al. (2002), Differences in spatial anticorrelation between four sub-populations of Alnus
trabeculosa Hand.-Mazz (Betulaceae), 89: 273-279.

a1 Yadav, D., et al. (2013), Antifilarial diarylheptanoids from Alnus nepalensis leaves growing in high altitude
areas of Uttarakhand, India; 20:124— 132.

2 Kim, H.J. et al. (2005). Nitric oxide and prostaglandin E2 synthesis inhibitory activities of diarylheptanoids
from the barks of Alnus japonica Steudel. 28, 177-179.

= http://www.itis.gov.

2 Alvarez, V.H. (1956), Estudio forestal del jaul Alnus jorullensis (HBK) en Costa Rica. 96p.
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Figura 1. Representacion de un arbol caracteristico de Alnus acuminata spp. arguta
(Schlechtendal) Furlow, junto con sus hojas, frutos y brotes basales.

2.4.3.2. Distribucion geografica
Esta corteza es nativa de América Central y de América del Sur, extendiéndose

desde el noreste hasta el sur de México (en los estados de Chiapas, Guanajuato,
Guerrero, Edo. de México, Oaxaca, Querétaro y Veracruz) hasta el norte de
Argentina, los Andes (Pertl) y Bolivia®®. Crece en asociacién con especies de los

géneros Pinus, Quercus y Abies'®. La distribucion natural se muestra en la Figura

2.

% CATIE (Centro Agrondmico Tropical de Investigacion y Ensefianza), Costa Rica, 1986.
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Figura 2. Distribucion natural de Alnus acuminata spp. arguta (Schlechtendal) Furlow en
26

América Central y México™".
2.4.3.3. Nombres comunes
Alnus acuminata spp. arguta tiene diferentes denominaciones dependiendo de
las localidades de América latina: aile, alder, aliso para México, Argentina,
Colombia, Ecuador y Pert?’; ramram y lambdn para Guatemala, Costa Rica y
Perq; jaul en Costa Rica; palo de lama en Guatemala; asi como cerezo y chaquiro
en Colombia. En los estados de Chiapas, Yucatan y Veracruz en México se les

conoce como ilite, aile, abedul o aliso y palo de aguila®®

2.4.3.4. Subespecies
A. acuminata se encuentra dividida en tres subespecies: arguta, acuminata y

glabrata.

% Martinez, J. (1984), La flora de Veracruz. 128-136.
Z Furlow, J.J., (1979), The systematics of american species of Alnus Betulaceaes, 81:1-121.
Ib. 26.
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2.4.3.5. Usos medicinales y tradicionales

En el estado de Chiapas es ampliamente utilizada en tratamientos etnomédicos
como: antiinflamatorio, para el tratamiento de la escrofula, enfermedades
venéreas, sifilis, reumatismo, como expectorante'? y para infecciones de la piel®®.
Artesanalmente se utiliza para fabricar adornos, herramientas, figuras talladas,
etc.; en ambitos agroforestales y ecologicos se utiliza como un buen fijador de
nitrogeno en los suelos; a nivel industrial para la fabricacion de muebles,
decoraciones, etc., mientras que la corteza se utiliza como curtiente, colorante y

como materia prima (pulpa) para la elaboracion de papel.

2.4.3.6. Antecedentes quimicos y farmacolégicos

El género Alnus posee gran cantidad de compuestos quimicos de interés
medicinal*®. Entre los mas relevantes estan aquellos de estructura fendlica, como:
rododendrina, miricetina, delfinidina y el acido elagico. De las hojas de algunos

géneros de Alnus se han aislado flavonoides como la acacetina®', saponinas,
acido betdlinico y/o betulina™®, asi como esteroles como: pB-sitosterol vy

dammaranos™:.

En la Tabla 2 se enlistan algunos de los metabolitos secundarios aislados en las

diferentes especies de Alnus.

29
Ib. 26.
3 Mafies, S. et al. (1997), Effects of selected triterpenoids on chronic dermal inflammation, 334: 103-105

%" Evans, T. (1985), Farmacognosia, pp. 148.
%2 Duke, A.J. (1992), Handbook of Phytochemical Constituyents of GRAS herbs and other economics plants,
PP 123-456.

Tyler, E.V. (1979), Farmacognosia, pp. 406-415.
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Tabla 2.
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Compuestos aislados e identificados del género Alnus

Grupo (s)

Referencia

Triterpenos

Diarilheptanoides

Flavonoides

R'=-CH,OH R?=-CH;

p-sitosterol, taraxerona, acido betulinico, 35-hidroxi-lup-
20(29)-eno, 3p-hidroxi-20(29)-lupen-28-oico, etc.

Henoquina, Hirutanonol, Hirsutenona, Alnusido,
Alnusdiol, Alnuséxido, Alnusonol, Alnusona,
Platipilésida, etc.

Afzelina, Quercetina, Isohiperésido, Hinoquinol,
Acacetina, Linaringenina, 4-metil éter apigenina, etc.

Kuroyanagi et al.,
2005; Jin et al.,
2007, Evans T.,
1985; Harbone,

1991; Duke, 1992;

Manes et al.,
1997; Aguilar et
al., 2011.

Kuroyanagi et al.,
2005; Jin et al.,
2007; Min-Won t

al., 2000; Hanawa

et al., 1997; Chen
et al., 2000;
Matsuda et al,
1998; Duke, 1992.

Kuroyanagi et al.,
2005; Jin et al.,
2007; Duke, 1992;
Harborne, 1991;
Evans, 1985;
Keinanen et al.,
1998.
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1y,

_>—CH,OH

Sesquiterpenos H Tori et al., 1995.

B-betulenol

Oftros:
a-betulenol, etc.

OMe
MeO
Fenantrenos OO Tori et al., 1995.
MeO

2,3,4-trimetoxifenantreno

O

HO
Fenilxantonas O O Peres et al., 2000
U

Glutanxantona

Algunos de estos compuestos presentan una actividad antioxidante®* y
antiinflamatoria importante, inhibiendo enzimas como la COX-2*°, inhibiendo la
produccion del factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) y/o la sintesis de éxido
nitrico (NO). En el caso particular de A. acuminata spp. arguta, se encontrd
actividad inhibitoria de la transcriptasa reversa del VIH-1, actividad en procesos
abortivos y antiinflamatoria (3-aromina y 4°,7-dimetoxi-apigenina). Los

diarilheptanoides también presentan actividad farmacoldgica de gran relevancia, al

* Kuroyanagi, M. et al. (2005), New Diarylheptanoids from Alnus japonica and their Antioxidative Activity,
53:1519-1523.

% Min-Won, L. et al. (2000), Inhibition of Cyclooxigenase-2. Expression by Diarylheptanoid from the Bark of
Alnus hirsute var. sibirica, 23:517-518.
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relacionarse con actividades: estrogénicas, leishmanicidas, relacionadas a la

melanogénesis, entre otras; asi como brindar efectos hepato y neuroprotectores>®.

2.5. Generalidades sobre Heliopsis longipes (A. Gray) S.F. Blake
2.5.1. Familia Asteraceae

Esta familia consta de mas de 23,000 especies de la familia de las
angiospermas con mayor riqueza y diversidad biologica®’. En general presentan
flores que se disponen en una inflorescencia compuesta, la cual esta rodeada de
una o mas filas de bracteas. Las compuestas hacen alusion a un tipo particular de
inflorescencias que son caracteristicas de la familia, las cuales se hallan en pocas

familias de las angiospermas.

2.5.2. Género Heliopsis
La clasificacion de éste género ha sido indefinida, ya que hay escasas
interpretaciones respecto a su taxa. Por esta razén, los estudios se han basado

mayoritariamente en caracteristicas morfologicas.

2.5.2.1. Aspectos botanicos
La clasificacion botanica se obtuvo de la biblioteca Integrated Taxonomic

Information System®.

Tabla 3. Clasificacion botanica de Heliopsis longipes (A. Gray) S.F. Blake

Reino Plantae
Subreino Thacheobionta
Division Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Orden Asterales
Familia Asteraceae
Género Heliopsis

Especie Heliopsis longipes (A. gray) S.F. Blake

Las especies de éste género son plantas herbaceas perennes o anulares, con

hojas compuestas o alternas, subenteras o dentadas, con cabezuelas terminales o

% Haining, L., et al. (2011), Naturally ocurring diarylheptanoids — A supplementary version, 6:4, 321-333
*” CONABIO (2008).
% Ib. 23.
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axilares, bracteas de tamafio subigual, flores liguladas fértiles, entre otras
caracteristicas®. El género esta representado por 14 especies (dependiendo del
criterio de diferentes autores): H. filifolia, H. longipes, H. sinaloensis, H. annua, H.
anomala, H. novogaliciana, H. parviceps, H. procumbens, H. buphthalmoides, H.
parviflora, H. decumbens, H. gracilis, H. helianthoides, H. lanceolada, de las

cuales H. filifolia, H. sinaloensis, H. annua, H. anémala y H. parviceps son

especies endémicas de México®.

(@) (b)

Figura 3. Representacion de la planta Heliopsis longipes (A. Gray) S.F. Blake (a) junto
con la raiz (b).

2.5.2.2. Distribucion geografica
Los miembros de esta familia se distribuyen desde las regiones polares hasta los

tropicos, abarcando gran variedad de climas extremos, desde regiones aridas
(desiertos secos), pantanos, selvas y regiones montafiosas*'. En México se

distribuye a lo largo de la Sierra Gorda, en los estados de San Luis Potosi,

Guanajuato y Querétaro.

% Rzedowski, J. et al.. (2001), Flora fanerogamica del Valle de México; pp. 622-624.
0 Garcia-Chavez, A. et al. (2004), El género Heliopsis (Heliantheae; Asteraceae) en México y las alcamidas

presentes en sus raices, 69:115-131.
Tlp. 38
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2.5.2.3. Nombres comunes

Los diversos nombres que se le atribuyen a esta raiz son: chilcuague o
chilcuan*?, chilmecat/**, ichcha**, chilicuau o chicuau®, pelitre o peritre*®, raiz
azteca o raiz de oro*’ y falso girasol*.
2.5.2.4. Usos medicinales y tradicionales

En la medicina tradicional se utiliza como analgésico®®, anestésico local y como
antibiético™ para diversas infecciones respiratorias y digestivas. También presenta
actividades antivirales, para tratamientos bucales, como fungicida, con actividad

molusquicida, etc.

Tradicionalmente también se utiliza para condimentar platillos®’, como agente

paralizante de algunos insectos (insecticida).

2.5.2.5. Antecedentes quimicos y farmacolégicos
El género Heliopsis presenta una gran cantidad de alcamidas alifaticas y

acetilénicas, entre las cuales la mas importante es la afinina, que tiene accion

anestésica local®?, provoca estimulos organolépticos, y actividades insecticidas y

oN/—<

—/ H

bactericidas.

Figura 4. Estructura quimica de la afinina, como uno de los metabolitos secundarios
mayoritarios en la raiz de Heliopsis longipes (A. Gray) S.F. Blake

*2 Molina-Torres, J. et al. (2001), Alcamidas en plantas: distribucién e importancia, 20:377-387.
:j Martinez, M. (2005), Las plantas medicinales de México, pp. 113-115.
Ib. 40.
S Ib. 40.
5 Ib. 43.
“ Ib. 40.
8 Ib. 40.
49 Rios, L.G. (2007), Control de calidad de una droga de origen vegetal: lostephane heterophyla (Cav.) Hemsi.
Facultad de Quimica, UNAM.
% Molina, J. et al. (2004), Fungistatic and bacteriostatic activities of alkamides from Heliopsis longipes roots:
affinin and reduced amides, 52: 4700-4704.
T Ip. 40.
%2 Ip. 49
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2.6. Antioxidantes

Los antioxidantes son sustancias de estructura particular que permite retardar,
prevenir o remover el dafo oxidativo generado por determinada molécula®, a
través de la deslocalizacion de electrones a los radicales libres hasta estabilizarlos
y asi combatir la degeneracion y muerte celular. Esto puede realizarse tanto en

medios hidrofilicos como hidrofobicos®*.

2.6.1. Clasificacion

Los antioxidantes se clasifican dependiendo de su origen, el sitio donde ejercen

su accion y la fuente de la que provienen®.

Por su origen pueden ser:

e Enddgenos. Se constituyen por mecanismos de defensa propios del

organismo. Ejemplo: SOD, GSP, catalasa, tocoferol, ubiquinona,

carotenoides y acido ascorbico.
e [Exogenos. Son aquellos que se obtienen por medio de la dieta, como:

vitamina E, vitamina C, diversos flavonoides, etc.

Por su sitio de accion:

e Intracelular (superdxido, catalasa, peroxidasa, glutation peroxidasa,
proteinas que ligan metales, etc.).

e Membrana (vitamina E, B-caroteno, ubiquinol-10).

e Extracelulares (ceruloplasmina, transferinas, lactoferinas, albuminas,

haptoglobinas, vitamina C, acido urico, vitamina E).

Por su fuente®:

e Naturales. Se obtienen principalmente de plantas y vegetales (eugenol,

acido caféico, apigenina, etc.).

53 Prochazkova, D. et al. (2011), Antioxidant and prooxidant properties of flavonoids, 82:513-523.
% Venereo-Gutierrez, J. R. (2002), Dario oxidativo, radicales libres y antioxidantes, 31(2):126-33.
% |glesias-Neira, J. (2009), Disefio de ingredientes antioxidantes de origen natural y su aplicacién en la
?letgbilijacio’n de productos derivados de la pesca, Compostela.
. 54,
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e Sintéticos. Se sintetizan como: ter-butilhidroxitolueno (BHT), ter-
butilhidroxianisol (BHA) y ter-butilhidroxiquinona (TBHQ).

2.6.2. Compuestos fendlicos

Tienen potentes actividades antioxidantes y atrapadoras de radicales libres in
vivo. Las plantas poseen una mezcla compleja de compuestos polifendlicos®, los
cuales se encuentran en gran cantidad de frutos, hortalizas, bebidas (té, café,
cerveza, etc.), cereales, entre otros. La cantidad recomendada que debe ingerirse

de antioxidantes es de 800 mg/dia.

La biosintesis de los compuestos fendlicos como producto del metabolismo
secundario de las plantas tiene lugar gracias a dos rutas biosintéticas primarias: la
ruta del &cido siquimico vy la ruta de los policétidos®®. En general estos compuestos
poseen un anillo aromatico con uno o mas grupos hidroxilo. Su clasificacion
depende del numero de anillos fendlicos que contiene y los elementos

estructurales que unen a los anillos®®.

Compuestos fendlicos simples. Se componen de fenoles que tienen un patron de
sustitucion del anillo bencénico por grupos —OH en las posiciones 1,2-, 1,3-y 1,4-

o trisustituido en 1,3,5-. Ejemplo de ello es el 1,3-dihidroxibenceno.

Acidos fendlicos y aldehidos. Se caracterizan por la presencia del grupo

carboxilo sustituido en un fenol. Un ejemplo es el acido galico.

Acetofenonas y acidos fenilacéticos. Corresponde a compuestos Cg-C, que son

poco frecuentes en la naturaleza. Ejemplo: 2-hidroxiacetofenona.

Acidos cindmicos. Este grupo comparte el esqueleto carbonado Cg-Cs. Ejemplo:

acido cinamico y acido siquimico.

57
Ib. 53.
%8 Quinones, M. et al. (2012), Los polifenoles, compuestos de origen natural con efectos saludables sobre el
sistema cardiovascular, 27(1):76-89.
¥ Manach, C. et al. (2004), Polyphenols: food sources and bioavailability, 79:727—47.
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Cumarinas. Estos compuestos poseen una estructura de 2H-1-benzopiran-2-ona
(cumarina), con un sustituyente —OH en la posicion 7, de forma libre o
funcionalizada. Son de gran relevancia, ya que permite la resistencia a

enfermedades (como la peste), asi como la radiacion UV. Ejemplo: umbeliferona

Flavonoides. Son estructuras que presentan un anillo bencénico (A) proveniente
de los policétidos, fusionado a un anillo heterociclico C, el cual se encuentra unido
a un tercer anillo B (derivado de la ruta del acido siquimico, cuyo precursor es la
fenilalanina). Se encuentran en gran variedad de frutas, verduras, cereales,
semillas y productos como la cerveza, café y 6. Se les atribuye gran diversidad
de efectos terapéuticos, al poseer actividad cardiotonica, hepatoprotectora,

antiinflamatoria, antineoplasica, antimicrobial, etc®'.
2.6.3. Relacion estructura quimica — actividad antioxidante

La actividad antioxidante de diversos compuestos depende de los grupos
funcionales que posea y de una gran variedad de patrones de sustitucion, asi

como la posicion de los mismos. Estos parametros estructurales son®:

Grupos hidroxilo en la molécula y dobles enlaces conjugados a un grupo 0xo.
Permiten una actividad neutralizadora de radicales libres. La actividad antioxidante
generalmente se incrementa conforme mayor sea el numero de hidroxilos en su
estructura. Ejemplo de ello la presenta el grupo catecol (con grupos —OH en
posicion 3" y 4" en el anillo B, y en posiciones 2-3 conjugadas a un grupo oxo en el
anillo C), en el cual, estos grupos incrementan la actividad antioxidante
considerablemente. La posicion del doble enlace conjugado permite la

deslocalizacion electronica del anillo B.

€0 yp. 55.
& 1p. 55.
62 1p. 55.
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Figura 5. Estructura quimica de un flavonoide con el grupo catecol

Esterificacion con grupos glucosidicos y no glucosidicos. En el caso de los
flavonoides, es crucial la posicion y estructura del azucar sustituyente. Esto
permite la esterificacion de acidos organicos en el hidroxilo (posicion 3), por

ejemplo en los galatos.

Grado de polimerizacion. Los compuestos fendlicos, al poseer estructuras
complejas, no llevan a establecer correlaciones entre la estructura y la actividad.
Sin embargo, en el caso de la polimerizacion de compuestos como las
procianidinas, los dimeros y trimeros son mas eficaces para neutralizar (por

ejemplo) el radical superoxido®.

2.7. Ensayos para la determinacion de compuestos fendlicos

Existen diversos ensayos que permiten determinar y cuantificar los fenoles
totales en diversas fuentes naturales. Los mas utilizados son los ensayos de

deteccién y cuantificacion con vainillina y con el reactivo de Folin-Ciocalteu®.
2.7.1. Ensayo de Folin-Ciocalteu

Este método se basa en la capacidad que presentan diversos agentes oxidantes
para reaccionar con compuestos fendlicos. El reactivo de Folin-Ciocalteu esta
formado de sales de molibdato y tungstato sodicos, las cuales reaccionan con
cualquier fenol para formar el complejo fosfomolibdico-fosfotungstico. La

transferencia electronica reduce estos complejos en oOxidos cromoégenos de

63

Ib. 55.
% Gutiérrez-Avella, D. M. (2008), Medicién de Fenoles y Actividad Antioxidante en Malezas Usadas para
Alimentacién Animal, Querétaro.
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coloracién azul (en medio alcalino), siendo proporcional al numero de grupos

hidroxilos de la molécula®. Una desventaja de este ensayo es que es altamente

inespecifico.

H3PMo01204 + H3P12WO4 = MogO23 + WgOos

Figura 6. Reaccion de Folin-Ciocalteu

2.7.2. Ensayo de la vainillina

Este método es util para detectar y cuantificar taninos condensados. Al ser una
reaccion sensible y especifica, debe controlarse la temperatura de reaccién y debe
realizarse en ausencia de luz®®. Se basa en la condensacién de la vainillina con
protocianinas en condiciones acidas. Una vez que se protona la vainillina, ésta
reacciona por ejemplo con el anillo de los flavonoides en las posiciones 6 u 8. El

producto resultante se deshidrata, y da lugar a una coloracién rosa a rojo cereza

intenso.

Figura 7. Reaccion para la identificacion de flavonoides por medio de la vainillina
sulfrica, reproducido y modificado de la literatura®’

65
Ib. 64.
% Sarka, K.S. et al. (1976), Specificity of the vanillin test for flavanols, 24(2):317-320.

67 Martinez-Vazquez, M., et al. (2004), Antimicrobial activity of Byrsonima crassifolia (L.) H.B.K., 66:79-82.
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2.8. Maedicion de la capacidad antioxidante

Los mecanismos de capacidad antioxidante sobre las ERO’s han sido
ampliamente documentados en la literatura cientifica. Dos tipos de pruebas son
las mas relevantes: a través de métodos quimicos que involucran la utilizacién de
instrumentos analiticos (como el espectrofotometro, CG, CLAE, etc.); y mediante

el uso de métodos que implican ensayos biolégicos (como ELISA)®,

2.8.1. Ensayo del 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH).

El DPPH es un radical organico estable de nitrogeno. El ensayo se basa en la
estabilizacién de este radical en la muestra al someterse a la accién de un
antioxidante, el cual actua como donador de protones. Esta estabilizacion se
determina mediante la identificacion del compuesto por espectrofotometria UV-
VIS, Resonancia Magnética Nuclear (RMN) y por Resonancia de Espin Electronico
(ESR)®*

M
" e
O J\TNF{: + HOROH —> oy 1 "y + HO-R-O'
C O
O sy
h =
d N
L' \ MiH
Dehfn s HeReTE _{t}*pf + 0=A=0
|
N 9C

Figura 8. Reaccion entre el radical DPPH y una sustancia antioxidante™

22 Moon, J. et al. (2009), Antioxidant Assays for Plant and Food Components, 57 (5):1655-1666.

Ib. 68.
® Dornelles, M.L. et al. (2006), Investigations of the antioxidant properties of plant extracts using a DNA-
electrochemical biosensor, 21, 1374-1382.
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2.8.2. Ensayo del 2,2 -azino-bis-(3-etilbenzotiazolina)-6-sulfonato de amonio

(ABTS)

Este método se basa en la activacion de la metahemoglobina por H2O, en
presencia del radical cationico ABTS, el cual es estable y generado por la
oxidacion del mismo con KyS,0sg. Es ampliamente utilizado debido a que se puede
realizar tanto en medios acuosos como lipidicos y se determina por el cambio de

color azul-verde a A = 734 nm’".

Figura 9. Reaccién de formacion del radical ABTS con K,S,05"2

2.8.3. Ensayo de la Capacidad Antioxidante/Reductor de hierro (FRAP)

En este ensayo se produce el complejo Fe>* - 2,4 6-tripiridil-s-triazina (FRAP), el
cual se reduce a Fe* por accion de un antioxidante en condiciones acidas. La
aparicion de una coloracion azul intensa se monitorea espectrofotométricamente
por el cambio de absorcién a A = 593 nm™®, siendo esta absorcién proporcional al
poder de reduccion total de antioxidantes donadores de electrones presentes en el

medio de reaccion. Esta reaccidn no es especifica, ya que si en cualquier reaccién

" Ib. 68.
2 1p. 68.
8 Ib. 68.
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en la que se tengan especies con potencial redox bajo puede favorecer la

reduccion de Fe®* a Fe?" 74,

‘ \ N = ‘ | \\_ N =
| = N/ ‘ N\ e ‘ N " = N \YQ
a N N N ‘
Antioxidante + e

Fe*" i > Fa?
Nl \N/ \N/ N \N/ \\N/
"N N | N S ‘ "N | N NN ‘

F y F

Figura 10. Reaccion de formacion del complejo (Fe?* — TPTZ) a partir del (Fe** - TPTZ)™

™ Benzie, |.F.F. et al. (1996), Ferric Reducing/Antioxidant Power Assay: Direct Measure of Total Antioxidant
Activity of Biological Fluids and Modified Version for Simultaneous Measurement of Total Antioxidant Power
and Ascorbic Acid Concentration, 16-17, 299.

™ Ib. 68.
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2.9. Otros ensayos asociados con el atrapamiento de electrones y

radicales libres
2.9.1. Ensayo de oxidacion de hierro-naranja de xileno (FOX)

Este ensayo permite la oxidacion del Fe?* a Fe** utilizando un agente oxidante
(naranja de xilenol) para formar un complejo Fe®" - xileno de coloracién azul-

purpura. Se le da seguimiento espectrofotométricamente a A = 550 nm?.

Figura 11. Reaccioén de formacion del complejo (Fe** — naranja de xileno) a partir del Fe?*
oxidado’’

2.9.2. Ensayo del tiocianato férrico (FTC)

Este ensayo permite la oxidacion del Fe** a Fe** utilizando un agente oxidante
fuerte (tiocianato férrico) para formar un complejo Fe** - tiocianato. Se da

seguimiento espectrofotométricamente a A = 500 nm?®.
2.9.3. Ensayo del aldehido / acido carboxilico

Este ensayo permite evaluar el efecto de diversos antioxidantes en procesos de

oxidacion lentos o que suceden en periodos de tiempo largo. Se relaciona con la

5 Ib. 68.
™ Ip. 68.
8 Ib. 68.
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o

conversion de un alquilaldehido a acido carboxilico en presencia de radicales

libres’®.
2.10. Ensayos asociados con la peroxidacion de lipidos

La degradacion oxidativa de lipidos tiene gran importancia en ambitos
alimenticios, de oxidacién térmica, autooxidacion y oxidacién generada por ERO’s.
Los mecanismos de lipoperoxidacion mas conocidos son los de acidos grasos

insaturados como el acido linoléico, acido linolénico, acido araquidonico y otros

acidos grasos o-3%.
2.10.1. Ensayo de blanqueamiento del B-caroteno

Permite la formacion de un radical peroxilo estable al reaccionar el acido
linoléico con el B-caroteno, reduciéndose la cantidad de B-caroteno libre en el

medio de reaccién y monitoreando su desaparicion a A = 470 nm®'.

B-caroteno LOO- Aducto LOO- / B-caroteno

Antioxidante Aducto LOO- / Antioxidante

Figura 12. Reaccion de formacion de los aductos de B-caroteno y un antioxidante con el
radical peroxilo®

2.11. Otros ensayos antioxidantes relacionados a la peroxidacion de lipidos

2.11.1. Ensayo del acido tiobarbiturico

El acido tiobarbiturico reacciona con diversos compuestos con grupos carbonilo
generados de un proceso de lipoperoxidacidon para dar lugar al aducto
malonaldehido (MA)-acido tiobarbiturico. Se monitorea la reaccion por

espectrofotometria a A = 532 nm. También puede utilizarse la técnica de

™ Ib. 68.
zj Ib. 68.
> Ib. 68.

Ib. 68.

25


http://www.google.com.mx/imgres?hl=es-419&biw=975&bih=482&tbm=isch&tbnid=_UBzo6yBKGwLDM:&imgrefurl=http://alimentariaonline.com/2005/02/15/5o-diplomado-en-aditivos-alimentarios/&docid=LE8mGMPvPZH1KM&imgurl=http://www.alimentariaonline.com/apadmin/img/upload/FQ_logo_IN.jpg&w=117&h=73&ei=4vt7UqUR76TIAYnjgKAC&zoom=1&ved=1t:3588,r:14,s:0,i:119&iact=rc&page=2&tbnh=62&tbnw=99&start=10&ndsp=14&tx=69.52386474609375&ty=21.52381134033203

ANTECEDENTES

Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia (CLAE) para determinar la cantidad de
MA formado, asi como el analisis por Cromatografia de Gases (CG) acoplado a un

detector de fésforo-nitrégeno (NPD)®?,

2.11.2. Ensayo del dieno conjugado

Se puede monitorear espectrofotométricamente la formacion de dienos

conjugados a partir de un acido graso poli-insaturado espectrofotométricamente a

A = 234 nm®.

8 1p. 68.
% Ib. 68.
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2.12. Microextraccion en fase sélida (SPME)

Es una técnica basada en la extraccion de analitos de una matriz (muestra)
mediante la utilizacion de una fase sdlida de silice fundida recubierta de un
adsorbente polimérico, seguida de la desorcién de analitos mediante temperatura
0 un disolvente orgénico%. Esta fase sdlida se encuentra incorporada en una
jeringa que permite una buena manipulacidn y cuidado de la misma. Es una
técnica selectiva, sencilla, que requiere pequefios volumenes de muestra, es de
facil transporte, no requiere del uso de disolventes organicos y es adecuada para

ser utilizada en muestras gaseosas, liquidas y solidas.

Figura 13. Representacioén del dispositivo comercial de SPME®

La técnica de microextraccion en fase sélida (SPME), permite realizar el analisis
de los compuestos volatiles presentes en diversas plantas medicinales, mediante
la técnica de Cromatografia de Gases acoplada a la Espectrometria de

Masa887,88,89

8 Wernerowska, G. et al. (2008), Application of Headspace Solid-Phase Microextraction for Determination of
Chloro-Organic Compounds in Sewage Samples. 18: 543-550.
% Marti, M.P. et al. (2003) Solid-Phase Microextraction and Gas Chromatography Olfactometry analysis of
successively diluted samples. A new approach of the aroma extract dilution analysis applied to the
characterization of wine aroma. 51: 7861-7865.
" Rubinson, J. et al. (2000), Analisis instrumental. pp. 782.
22 Harris, D.C. (2008), Andlisis quimico cuantitativo, pp. 517-518, 528-532.

Ib. 86.
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Figura 14. Representacion del funcionamiento de un cromatégrafo de gases acoplado a
un espectréometro de masas para la técnica de SPME

2.12.1. Procedimiento para la microextraccion en fase sélida
Este se compone de dos etapas:

a) Etapa de extraccion. Se coloca la fase solida con la muestra por analizar
dentro de un vial cerrado herméticamente con un septum de silicona-teflon.
Se perfora el septum con la aguja y se expone la fibra contenida en ella con
la muestra del vial durante determinado tiempo y temperatura para
favorecer la migracion de analitos volatiles desde la muestra a la fase solida
hasta alcanzar un equilibrio. Una vez terminado el tiempo de extraccion, se

regresa la fase sélida al interior de la aguja (pasos a, by ¢, de la Figura 15)

La microextraccion realizada es por espacio de cabeza (headspace, HS),
en la cual se expone la fase sélida a una fase movil gaseosa (por encima
de la muestra) hasta que los analitos se adsorban en la fase sélida. Puede
utilizarse en muestras liquidas, gaseosas y sélidas, por ejemplo de

sedimentos, alimentos® y muestras bioldgicas®’.

% pawliszyn, J. (1997), Solid phase microextraction, theory and practice, EUA.
" Ulrich, S. et al. (2000), Solid-phase microextraction with capillary gas-liquid chromatography and nitrogen-
phosphorus selective method for the assay of antidepressant drug in human plasma. 696: 217-234.
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Soporte de la fibra de SPME

Espacio de cabeza (analitos volatiles)

Muestra

Agitador

Figura 15. Representacion del proceso de absorcion de los analitos en el
dispositivo de SPME

b) Etapa de desorcion. Se separan los analitos adsorbidos en la fase sdlida
por desorcion térmica, donde al acoplarse el sistema de SPME a un
cromatografo de gases, la fase sdlida se inserta al inyector del mismo (el
cual se encuentra a temperaturas elevadas) bajando el émbolo de la jeringa

hasta que los compuestos se desabsorvan dentro de la columna

cromatogréficag2,93,94,95,ge_

%2 Constant, M. (1997), Headspace gas chromatography profiles of fruit flavored malt beverages using solid-
phase microextraction. 55: 112-118.
s Song, J. et al. (1998), Application of solid-phase microextraction and gaschromatography/time-of-flight mass
spectrometry for rapid analysis of flavorvolatiles in tomato and strawberry fruits. 46: 3721-3726.
o Simplicio, A.L. et al. (1999), Validation of a solid-phase microextraction method for the determination of
organophosphorus pesticides in fruits and fruit juice, 833: 35-42.
% Gorecki, T. et al. (1996), Determination of tetrathylled and inorganic lead in water by solid phase
ggicroextraction/Gas chromatography, 68: 3008-3014.

Ib. 95.
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ANTECEDENTES

Soporte de la fibra de SPME

Inyector de cromatdégrafo de gases

Fibra

Analitos volatiles

Figura 16. Representacion del proceso de desorcion de los analitos en el
dispositivo de SPME

El cromatégrafo de gases debe de contener los siguientes elementos: puertos de
inyeccion Split o Splitness, los cuales son adecuados para realizar la desadsorcion
de analitos de la fase sdlida; una valvula de division (Split valve) que debe
permanecer cerrada durante la desorcion, la cual permite que todos los analitos
sean introducidos en la columna; e inyectores de insercion (liner), cuyo diametro
debe ser similar al de la fase sodlida utilizada para que la transferencia sea rapida

desde el inyector a la columna.
2.12.2. Variables que afectan el proceso de SPME

Esta técnica se ve afectada por variables experimentales que repercuten sobre
el equilibrio del analito extraido, sobre la cantidad de analito que se determina,
sobre la desorcidn de los mismos y la repetitividad y reproducibilidad de los
resultados. Modificando esto, puede aumentarse la eficiencia del proceso de

extraccion
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ANTECEDENTES

2.12.3. indice de retenciéon de Kovats

Es un método que permite determinar los tiempos de elucion relativa de los
diferentes compuestos de una muestra de modo que se realice una comparacion
con los tiempos de retencion de una serie homologa de hidrocarburos saturados,
con el fin de que con ello se puedan identificar los componentes de una muestra.
Algebraicamente relaciona el numero de carbonos de alcanos pequenos, los
alcanos mas grandes, con el logaritmo del tiempo de retencion. Matematicamente

se representa por la letra “I” o “IK”, y segun las expresiones:

Ecuacion 1
Para cromatografia isotérmica:
log(t, .. ) — log(t!
I =100 x | n 4 (J\'r _ TI.) Og'( r(dss!cmmr:xda)) ?g( r(nj)
Zog(frmv)) —log(t,,y)
Ecuacion 2
Para cromatografia de temperatura programada:
I = tr{descona(‘édo] - tr(n])
= * (100 x z) + (100 x n)
tr(f\"] - tr‘(n]
Donde:

I: indice de retencién de Kovats
n: Numero de atomos de carbono de los alcanos pequeinos
N: Numero de atomos de carbono de los alcanos grandes

z: Diferencia del numero de atomos de carbono entre el alcano pequefio y el grande
t,": Tiempo de retencién (ajustado)
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OBJETIVOS

3. OBJETIVOS
3.1. Objetivos generales

El objetivo general del presente trabajo es la obtencion de los parametros de
identidad, composicion y de la capacidad antioxidante de la corteza de Alnus
acuminata spp. arguta. Asimismo, se plantea también la determinacién del
contenido de compuestos volatiles de la raiz de Heliopsis longipes. Lo anterior
servira para completar los parametros que contribuiran al establecimiento de las

respectivas monografias tipo OMS y/o farmacopéicas.

3.2. Objetivos especificos

1. Identificar los compuestos marcadores mayoritarios presentes en la corteza de

Alnus acuminata por medio de cromatografia en capa fina (CCF).

2. Determinar la capacidad antioxidante del extracto de AcOEt de la corteza de A.
acuminata por medio de la cuantificacion de fenoles totales utilizando el método de

Folin-Ciocalteu y mediante el empleo de la férmula farmacopéica.

3. Determinar parametros de capacidad antioxidante del extracto metandlico de la
corteza de A. acuminata mediante diversas pruebas reportadas en la literatura:
DPPH, ABTS, capacidad de reduccion de Fe** (FRAP) y ensayo de

blanqueamiento de p-caroteno.

4. Establecer el contenido de compuestos volatiles presentes en la corteza de A.
acuminata por el método de microextraccion en fase sélida (HS-SPME-CG-EM-
TOF). Analisis y determinacion de los indices de Kovats con base en la biblioteca
NIST.

5. Determinar el contenido de compuestos volatiles presentes de la raiz de H.
longipes por el método de microextraccion en fase solida (HS-SPME-CG-EM-
TOF). Analisis y determinacién de los indices de Kovats con base en la biblioteca
NIST.
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PLANTEAMIENTO Y JUSTIFICACION

4. PLANTEAMIENTO Y JUSTIFICACION

La medicina herbolaria con el paso del tiempo ha tomado gran relevancia en
cuanto a la busqueda de nuevas alternativas que permitan mejorar la salud de la
poblacidn. Al existir pocos estudios respecto a los productos naturales en general,
las evidencias experimentales relativas a su eficacia, seguridad, inocuidad vy
calidad de los preparados es escasa, por lo que con el presente trabajo se busca
completar investigaciones previas realizadas sobre dos plantas medicinales con el
fin de enriquecer diversos aspectos tipo de analitico que permitan la incorporacion
de estas drogas vegetales a nuevas monografias farmacopéicas dentro de la

Farmacopea Herbolaria de los Estados Unidos Mexicanos (FHEUM).

Alnus acuminata es una planta altamente utilizada en la medicina tradicional
mexicana, atribuyéndosele propiedades antiescrofulosas, antiinflamatorias y
astringentes e indicada para el tratamiento de diversos padecimientos como
dolores musculares y articulares, inflamacién de garganta, enfermedades
cutaneas y venéreas, entre otras. Por lo anterior, es necesario realizar estudios
adicionales a los llevado a cabo con anterioridad, para demostrar la capacidad
antioxidante de los extractos, y por otra parte analizar la presencia de compuestos
adicionales a los ya encontrados (volatiles), por medio de la técnica de
microextraccion en fase sélida. Se espera que los resultados obtenidos permitan la
inclusion de evidencia experimental dentro de la monografia de la planta medicinal

A. acuminata, asi como su eventual incorporacion a la FHEUM.

En el caso de la raiz Heliopsis longipes, se pretende también dar continuidad a
las investigaciones previas, anexando una lista de los compuestos volatiles que

sean identificados por medio de la técnica de microextraccion en fase solida.
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5. MATERIALES
5.1. Materia vegetal

La corteza de Alnus acuminata spp. arguta (Schlecht) Furlow (Betulaceae) se
recolectd en el pueblo de Huistan, Chiapas. La identificacion de la planta la realizé
el Dr. M. Ishiki Ishihara (Ishiki-324), y una muestra de referencia fue depositada en
el Colegio de la Frontera Sur (ECOSUR), Chiapas. Este material vegetal nos fue
donado por el Dr. Andrés Navarrete Castro. El material vegetal se sometio
primeramente a un proceso de desecacion con calor natural bajo sombra y
posteriormente a fragmentacién en un molino de cuchillas marca Thomas-Wiley
No. 4.

La raiz de Heliopsis longipes se recolectd a 3 km de “las presillas” y a 4 km de
‘mesa de palotes”, en el municipio de San Luis de la Paz, Guanajuato. La
identificacion de la planta la realiz6 el M. en C. Ramiro Rios Gémez, y una
muestra de referencia fue depositada en el Herbario de la Facultad de Estudios
Superiores Zaragoza (FES-Zaragoza), con numero de voucher 5904. El material
vegetal se sometidé a un proceso de desecacion con calor natural bajo sombra y

posteriormente se fragmento con tijeras, hasta obtener pedazos de 0.5 cm.
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5.2. Disolventes y reactivos
Disolventes

e Cloroformo grado R.A.
e Hexano grado R.A.
e Metanol grado R.A.

e Agua desionizada grado |
Reactivos

e Solucion al 1% de sulfato cérico amoniacal [(NH4)4Ce(SO4)4:2H,0] en acido
sulfurico 2 N.

e Solucion de vainillina sulfurica

e Acido galico, Sigma Aldrich. Lote: 037K0069

e Peroxodisulfato de potasio, SigmaUltra 99.0%, Sigma-Aldrich. Lote:
77096PJ.

e 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo, Sigma Aldrich. Lote: STBB0827V.

e 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano-2-acido carboxilico, 97%. Lote:
STBB6668.

o 2.4,6-Tris (2-piridil)-s-triazina, Fluka Analytical. Lote: BCBC7329V.

o 2,2°-Azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfurico), sal de diamonio. Lote:
BCBG0034V.

e Cloruro de hierro R.A., Técnica Quimica. Lote: 16.

e Acido linoléico, Sigma Aldrich, Lote: 120M1484V

e [-caroteno, Sigma Aldrich. Lote: 079K1729V.

e TWEEN 40, Sigma Aldrich. Lote: MKBD8794V.

e (-)-epicatequina, Sigma Chemistry. Lote: 0001368613.

e Quercetina.

e Helio marca Praxair grado 5.0
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5.3. Equipos

La fragmentacion del material vegetal se realizé6 en un molino de cuchillas

modelo Thomas-Wiley no. 4.

Para el proceso de extraccion se utilizé un sonicador marca Sonicor y CHCl3 y
MeOH como disolventes organicos, y para la separacién de los sobrenadantes a

partir de los extractos obtenidos una centrifuga marca LABNET modelo 2200A.

Para concentrar al vacio los extractos obtenidos se utilizé un rotaevaporador
marca Buchi B-480.

El peso de reactivos y materia prima se determiné en una balanza analitica
marca OHAUS PA214.

Como revelador cromatografico se empled una lampara de luz UV Spectroline
Modelo ENF-240c, a dos diferentes longitudes de onda: 254 y 365 nm.

Para el analisis de microextraccion en fase solida, se utilizé un cromatégrafo de
gases marca Agilent, modelo 6890N equipado con una columna capilar DB-5, con
dimensiones de 10m x 0.18mm x 0.18 um, acoplado a un espectrémetro de masas
marca LECO modelo Pegassus 4D, utilizando el método de ionizacion electronica
a 70eV, camara de ionizacion a 200 °C y linea de transferencia a 250 °C. Se utilizd

el programa ChromaTOF.

La lectura de las absorbancias se realiz6 en un espectrometro lector de placas

de ELISA marca BioRad, con el programa Microplate Manager 5.2.
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METODOLOGIA EXPERIMENTAL

6. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

Los procedimientos que a continuacion se detallan son los descritos por la
Organizacion Mundial de la Salud para el control de calidad de drogas de origen
vegetal. Algunos de ellos se encuentran ya incluidos en la nueva edicion de la
Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos (FEUM, 2012) y en la Farmacopea
Herbolaria de los Estados Unidos Mexicanos (FHEUM, 2013).

6.1. Ensayos de identidad

Cromatografia en capa fina (CCF)
Preparacion de las soluciones de la muestra
Obtencion de extractos organicos (hexano, cloroformo y metanol) de Alnus

acuminata.

La metodologia se realizé con base en lo descrito en la literatura cientifica® con
algunas modificaciones. Se pesaron 300 mg de material vegetal molido y se
colocaron en dos tubos de ensaye y en un tubo de plastico Falcon de 15 mL. Se
adicionaron 2.5 mL de hexano, cloroformo y metanol respectivamente. Se agitaron
en un vortex por 20 minutos a velocidad media para después centrifugarse a 6000
rom por 15 minutos. Se separd el sobrenadante y éste se filtré por un filtro GHP
(0.45 um) con la ayuda de una jeringa de vidrio, recibiendo el contenido en
matraces volumétricos independientes de 5 mL. Esta operacién se realizé por
triplicado con la misma materia prima. Los extractos fueron evaporados a

sequedad.

Preparacion de las soluciones de referencia

Se utilizaron cuatro estandares como compuestos marcadores de la especie

vegetal, a una concentracion de 1 mg/mL (Tabla 4).

" Navarrete, A. et al. (2009); Monografia cientificas de plantas medicinales de México. Cuachalalate; pp. 17.
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Tabla 4. Compuestos marcadores utilizados para su identificacion por CCF en los

diferentes extractos

Compuesto Nombre Disolvente

E1 Hexano

HO

Lup-20(29)-en-3,28-diol

E2 Hexano
B-sitosterol
E3 Hexano
HO
20(29)-lupen-3p-ol
E4 Hexano
O

14-taraxeren-3-ona
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Condiciones cromatograficas

Fase estacionaria: placa de aluminio recubierta de gel de silice UV254 Merck de
10 x 6 cm. Los extractos se colocaron a una distancia de 8 mm por encima de la
base de la cromatoplaca en bandas de 4 mm de ancho con una distancia de
separacion de 3 mm entre cada una de las bandas y 5.0 mm de distancia de la

primer aplicacion y los extremos.
Fase movil: Hex-AcOEt (85:15)

Volumen de cada aplicacién: 2.0 uL de la muestra del extracto a analizar y 2.0

uL de cada una de las soluciones de los compuestos de referencia
Reveladores: Solucion de sulfato cérico amoniacal y vainillina
Deteccion: Lampara UV, a 220 nm
6.2. Determinacion del contenido de antioxidantes en Alnus acuminata
Obtencion del extracto de AcOEt (preparacion de la muestra)

Se pesaron 5.080 g de la corteza seca y molida y se colocaron en un matraz
Erlenmeyer de 250 mL, con 100 mL de agua destilada y se sometié a ebullicién.
La mezcla anterior se dejo en reposo por 30 minutos, se filtr6 a un embudo de
separacion y se realizaron particiones con AcOEt (3 X 75 mL). La fase organica se
sec6 con Na;SO, y llevo a sequedad por presion reducida en un rotaevaporador.
El extracto de acetato de etilo obtenido pesd 16.833 mg y se prepard con éste una

disolucion en MeOH a una concentracion de 1.0 mg/mL.

Cuantificacion de fenoles totales por el método de Folin-Ciocalteu y formula
farmacopéica (FHEUM, 2013)

Método de Folin-Ciocalteu. a) Extrapolando las absorbancias obtenidas de
diferentes concentraciones de muestra en una curva de calibracién de acido
galico, y b) a través de un método farmacopéico (férmula farmacopéica). De forma

general se realizé lo siguiente:
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En una placa de 96 pozos (para ensayo de ELISA), se adicionaron los siguientes
reactivos en un mismo pozo en el orden que se sefiala: 160 yL de agua, 20 pL de
muestra (solucion del extracto) o en su caso solucidn de acido galico (para la
preparacion de la curva estandar), y 20 pL de reactivo de Folin-Ciocalteu en
MeOH absoluto (1:1), homogenizando dicha mezcla con movimientos circulares
suaves. Se dej6 reposar la placa por 8 minutos en oscuridad, para posteriormente
adicionar de forma rapida y en todos los pozos al mismo tiempo 10 yL de solucion
de Na,COs3 al 20%. Se homogeniz6 la placa, y se dejé reaccionar en la oscuridad
por una hora. Se procedi6 a leer las absorbancias a 700 nm en un lector de placas
de ELISA®,

Figura 17. Diagrama general para la preparacion y determinacién de fenoles totales
siguiendo la literatura®; (*): la adicién del Na,COj; (20%) es determinante para la reaccion,
por lo que la medicién del tiempo debe de ser precisa.

% Singleton, V.L. et al. (1965), Analisys of total phenols and other oxidation substrates and antioxidants by
means of Folin-Ciocalteu reagent, 299, 152-178.

40


http://www.google.com.mx/imgres?hl=es-419&biw=975&bih=482&tbm=isch&tbnid=_UBzo6yBKGwLDM:&imgrefurl=http://alimentariaonline.com/2005/02/15/5o-diplomado-en-aditivos-alimentarios/&docid=LE8mGMPvPZH1KM&imgurl=http://www.alimentariaonline.com/apadmin/img/upload/FQ_logo_IN.jpg&w=117&h=73&ei=4vt7UqUR76TIAYnjgKAC&zoom=1&ved=1t:3588,r:14,s:0,i:119&iact=rc&page=2&tbnh=62&tbnw=99&start=10&ndsp=14&tx=69.52386474609375&ty=21.52381134033203
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Construccion de la curva de calibraciéon de acido galico (referencia) para la

cuantificacion de fenoles totales. Analisis estadistico

Se realizaron 3 curvas de calibracion independientes con diferentes
concentraciones con cuatro réplicas cada una, partiendo de un stock de acido
galico en metanol destilado a una concentracién de 500 mg/mL, como se resume
en la Tabla 5, llevando a reaccién con el reactivo de Folin-Ciocalteu en la

oscuridad.

Tabla 5. Concentraciones de las curvas de calibracién independientes de acido galico.
Curva de calibracion Concentraciones
(ng/mL)
I 500, 400, 320, 192, 115.2, 69.1, 41.5, 16.6,6.6 y 1.3
Il 500, 300, 180, 144, 115.2,92.2, 55.3, 33.2, 13.3, 2.7
I} 500, 400, 240, 192, 153.6, 122.9, 73.7, 44.2, 17.7, 3.6

Transcurrida una hora, se leyd la absorbancia en un equipo lector de
absorbancias de placa de ELISA a una longitud de onda de A = 700 nm. Los

resultados obtenidos se muestran en el anexo |.

Cuantificacion de fenoles totales en la corteza de Alnus acuminata ssp.

arguta por medio de formula farmacopéica (FHEUM, 2013)

Una alternativa del calculo para la cuantificacion de fenoles totales es por medio
de la siguiente férmula farmacopéica la cual permite evaluar rapidamente (a
comparacion del método de extrapolacion en una curva de calibracién de acido

galico) y con menos calculos el contenido de fenoles totales en la corteza.

Ecuacion 3

b (AArrenf )

Donde:

C: Cantidad por mL de &cido galico en la preparacion
D: Factor de dilucion de la muestra

Am: Absorbancia de la muestra

Aref: Absorbancia de la referencia
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Para realizar el calculo por medio de la féormula farmacopéica (para obtener mg

EAG/g corteza) debe considerarse lo siguiente:

- Concentracion de la solucion del extracto: 1.0 mg/mL.
- Alicuota inicial de las muestras: 20 pL.

- Factor de dilucién (D) calculado como:

D= (Volumen total de reaccién)(diluciéon de la muestra)
Alicuota de la muestra

- Volumen de agua destilada: 160 pL.

- Volumen de reactivo de Folin-Ciocalteu: 20 pL.

- Volumen total de reaccién por pozo: 210 pL.

Para la utilizacién de esta formula, fue necesaria la medicion espectrofotométrica
tanto de la solucion del extracto de la muestra (1 mg/mL) como de una referencia
de acido galico (a concentracion conocida), de tal modo que, realizando las
diluciones pertinentes, se pudieran correlacionar ambas absorbancias para que se

ubiquen cerca del centro de la curva, como se muestra en la Figura 18:

Figura 18. Absorbancias esperadas para el calculo de fenoles totales por formula
farmacopéica

Nota: la busqueda de las diluciones pertinentes permitira que al dividir el valor de
la absorbancia de la muestra entre el valor de la referencia, el resultado sea
aproximado a la unidad. Por ello, se realizé el tratamiento que se muestra en la

Figura 19.
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Al conocerse el comportamiento de las diferentes concentraciones de &acido
galico en funcidn de la absorbancia obtenida después de la realizacién de la
reaccion con el reactivo de Folin-Ciocalteu (Figura 19), se observé que la
concentracion mas aproximada al centro de la curva de calibracién (50%) es de
120 pg/mL, por lo cual, experimentalmente se pesé la cantidad de acido galico que

se muestra en la Figura 19, para llegar a esta concentracion:

Cantidad
experimental
pesada de icido
galico: 0.0146 g

16,8 pg/mL

Figura 19. Procedimiento realizado para llegar a concentracién aproximada de acido
galico buscada; Nota (*): los aforos se realizaron con MeOH

Para la solucion de la muestra (al igual que la pasada cuantificacion, se utilizé a
concentracion de 1.0 mg/mL), se realizaron diversas diluciones (a modo de
prueba) para encontrar aquella que se acercara a la mitad de la curva de
calibracion. Una vez realizada la reaccién de Folin-Ciocalteu, se observd que la
dilucion que permitié la obtencién de absorbancias cercanas al centro de la curva

de calibracion es de 1:5.
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6.3. Ensayos de capacidad antioxidante
Obtencion del extracto metandlico

Se colocaron 171.9 g de corteza de A. acuminata seca y molida en un matraz
Erlenmeyer con 2 L de hexano, y se maceraron por un periodo de 24 horas. Se
separd por filtracion el disolvente y se dejo secar la corteza por un periodo de dos
dias al aire libre. Una vez desgrasada, se macero la corteza en otro matraz
Erlenmeyer con 2 L de MeOH, por 48 horas. Se separd el disolvente por filtracion
y se llevé a sequedad con ayuda del rotaevaporador hasta obtener 26.4 g de

extracto sélido.
Ensayos y parametros
Ensayo de neutralizacién del radical libre -DPPH

La metodologia de esta prueba se realiz6 con base en lo descrito en la
literatura®® con ciertas modificaciones. En una placa de 96 pozos de ELISA se
colocaron 100 pL del extracto metandlico de la corteza a diferentes
concentraciones (1.0, 0.5, 0.2, 0.04, 0.01 y 0.002 mg/mL) o soluciones de las
referencias a diferentes concentraciones (TROLOX, quercetina y (-)-epicatequina,
a 0.002, 0.01, 0.1 y 1.0 mg/mL). A cada una de las muestras anteriores se les
adicion6 100 pyL de una solucion metandlica de DPPH (0.208 mM). Se incubd la
reaccion a temperatura ambiente (en ausencia de luz) y se realizé el monitoreo de
las absorbancias en un intervalo de 40 minutos, registrando el valor de
absorbancia a A = 515 nm en un lector de placas de ELISA. Esto se realizé por
triplicado, construyendo a su vez una curva de calibracién con TROLOX en un
intervalo de concentraciones de 0-400 mM. Se utilizé6 como blanco MeOH y como
control la solucion metandlica de DPPH. Los resultados se expresan como
equivalentes de TROLOX (mM+roLox)-

% Cheng, Z. et al. (2006) High-Throughput Relative DPPH Radical Scavenging Capacity Assay, 54:7429-7436.
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Ensayo de neutralizacion del cation ABTS *

Este ensayo se realiz6 con base en la metodologia descrita en la literatura'®
con ciertas modificaciones. Se preparé una mezcla de reaccion (1:1) que contiene
una solucién de ABTS (7 mM) y una solucion de K;S;0g5 (2.45 mM), la cual se
conservo durante 16 horas en ausencia de luz, previa a su uso. Esta mezcla se
diluyé en MeOH (0.08:20 v/v) para obtener una absorbancia inicial de alrededor de
0.7 u.a. a 734 nm. Se adicionaron en cada pozo de la placa de ELISA 180 yL de la
mezcla anterior (radical ABTS), 20 pyL del extracto metandlico de la corteza a
diferentes concentraciones (1.0, 0.5, 0.2, 0.04, 0.01 y 0.002 mg/mL) y/o las
soluciones de las referencias (TROLOX, quercetina y (-)-epicatequina, a 0.002,
0.01, 0.1 y 1.0 mg/mL). Se incubd la reaccién a temperatura ambiente (en
ausencia de luz) y se realizd el monitoreo de absorbancias durante 20 minutos (en
intervalos de 10 segundos) a A = 734 nm en un lector de placas de ELISA. Esto se
realizéd por triplicado, construyendo a su vez una curva de calibracion con
TROLOX en un intervalo de concentraciones de 0-500 mM. Los resultados se

expresan como equivalentes de TROLOX (mMrroLox)-

Ensayo para determinar el poder antioxidante/reductor de Fe*" (FRAP’)

Esta prueba se realizé de acuerdo a lo descrito en la literatura™’

con algunas
modificaciones. Se prepardé una mezcla de reaccidon que contiene una solucion de
TPTZ (10 mM) en HCI (40 mM), a la cual se le adiciona una solucion de
FeCl;:6H,O y buffer de acetatos (300 mM, pH 3.6) todo en la proporcion:
2.5:2.5:25 mL. De esta mezcla, se colocé en cada pozo de la placa de ELISA 180
ML del reactivo de FRAP, 20 uL del extracto metandlico de la corteza a diferentes
concentraciones (1.0, 0.5, 0.2, 0.04, 0.01 y 0.002 mg/mL) y/o las soluciones de las
referencias (TROLOX, quercetina y (-)-epicatequina, a 0.002, 0.01, 0.1 y 1.0
mg/mL). Se incubd la reaccidon a temperatura ambiente (en ausencia de luz) y se

realizé el monitoreo de las absorbancias para determinar el punto final de reaccién

100
101

Leong, L.P. et al. (2001), An investigation of antioxidant capacity of fruits in Singapur Markets, 76, 69—-75.
Benzie, F.F. et al. (1999), Ferric Reducing/Antioxidant Power Assay: Direct Measure of Total Antioxidant
Activity of Biological Fluids and Modified Version for Simultaneous Measurement of Total Antioxidant Power
and Ascorbic Acid Concentration, 299, 15-28.
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a los 30 minutos a A = 595 nm en un lector de placas de ELISA. Esto se realiz6 por
triplicado, construyendo dos curvas de calibracion: una con acido ascoérbico en un
intervalo de concentraciones de 0-1000 uM, y otra con TROLOX en un intervalo de
concentraciones de 0-600 uM. Los resultados se expresan como equivalentes de

acido ascorbico (MM4ic. ascorsico), Y equivalentes de TROLOX (WMtroLox)-

Capacidad de neutralizar la lipoperoxidacion por medio del ensayo de

blanqueamiento de B-caroteno

Esta determinacién se realizé con base en lo descrito en la literatura'® con
algunas modificaciones. En un matraz bola de 150 mL se colocaron 0.2 mL de
acido linoléico (0.1 g/mL), 1.0 mL de Tween 40 (0.2 g/mL) y 0.2 mL de una
solucién de B-caroteno en cloroformo (1.0 mg/mL). La mezcla se diluyé con
cloroformo y se mezclé vigorosamente hasta formar una solucion homogénea.
Esta mezcla se llevd a sequedad con ayuda de un rotaevaporador (la temperatura
del agua debe permanecer entre 40 y 50°C) y se le adicionaron 50 mL de agua
destilada al residuo y se mezclé vigorosamente hasta formar una emulsién
homogénea. De ésta se tomaron alicuotas de 4.8 mL y se colocaron en cinco
tubos de ensayo que contenian 0.2 mL de extracto metandlico, cada uno con una
concentracion de 2, 1, 0.2, 0.02 y 0.004 mg/mL. Posterior a la adicion, se
mezclaron los componentes suavemente, y se procedio a leer la absorbancia a A =
470 nm al tiempo cero y a los 60 minutos, manteniendo los tubos en un bafo de
agua a 50 °C. Se utiliz6 como blanco MeOH y como control positivo Trolox (0.5

mg/mL).

192 Taga, M.S. et al. (1984), Chia seeds as a source of natural lipids antioxidants, nim. 5, 61, 928-931.
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6.4. Determinacion de compuestos volatiles por HS-SPME-EM-TOF de la

corteza de A. acuminata y de la raiz de H. longipes

Se utilizé una fase solida para microextraccion (SPME fiber assembly) con las

siguientes caracteristicas: 2 cm-50/30 um DVB/Carboxen/PDMS Stable flex,
marca Supelco, lote: P351931 y # cat: 57348-U.

Preparacion del CG-EM

Se acondicioné el equipo con las siguientes condiciones:

Temperatura del inyector: 300 °C.

Programa de temperatura del horno: 40 °C (por 3 min.), aumentando 20 °C
cada minuto hasta los 300 °C (por 5 min.).

Tipo y tiempo de inyeccion: Splitless, 1 min.

Gas acarreador (fase movil) y flujo: helio (marca Praxair, grado 5.0 de ultra
alta pureza) a un flujo de 1 mL/min.

Temperatura linea de transferencia: 250 °C.

Tipo de ionizacion: lonizacion por Impacto Electronico (IE).

Analizador masico: Tiempo de vuelo (TOF).

Adquisicion espectral: 20 espectros/seg.

Retraso del encendido del flamento: 0 min.

Intervalo de masas: 33-550 u.

Temperatura de la camara de ionizacion: 200 °C.

Compuesto de calibracion: PFTBA (Perfluoroterbutilamina).

Con estas condiciones, se colocdé la jeringa en el inyector hasta

acondicionarla antes de su uso por 2 horas.

Preparacion de las muestras por SPME

500 mg de corteza fragmentada (2 mm) de A. acuminata fueron colocados en un

vial con tapa de silicon, se adicioné NaCl (aproximadamente 100 mg) y con ayuda

de un agitador magnético se agitdé hasta lograr una agitacién constante. Se calenté

la mezcla a 45 °C. Posteriormente, una vez que la jeringa del equipo se estabilizd
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a las condiciones de temperatura del cromatografo, se subié el embolo, y se
colocd en una base que permitia sostener la jeringa sobre el vial con la muestra.
Se perforo la tapa del vial (silicdn) con la jeringa y se bajo la fibra por medio del
eémbolo, cuidando que ésta no tocara la solucién en agitacion contenida en el vial.
Se dejo asi la fibra por 30 min. En el caso de la raiz de Chilcuague (Heliopsis
longipes), se colocaron 500 mg en el vial, siguiendo el mismo procedimiento a
excepcion del tiempo de calentamiento (20 min.). Una vez transcurrido el tiempo,
se retird la fibra con el émbolo cuidadosamente y se colocé la aguja de la jeringa
en el inyector y se sometio la fibra hasta que el equipo detectd los compuestos

adsorbidos a la misma.
Procesamiento de datos para el analisis por SPME

Una vez realizadas las corridas de ambas muestras, se procedié a realizar el
analisis de los indices de retencidén de Kovats de cada compuesto volatil detectado
en la fase solida. Para ello, se utilizé el programa Chroma TOF (incluido en el
equipo) obteniendo diferentes parametros derivados del analisis de las muestras.
Los mas relevantes son: % area, similitud, indice de retencién de Kovats (IK)

experimental y formula quimica del compuesto.
Identificacion de los compuestos volatiles

Posterior a la eliminacion de aquellos compuestos interferentes (disolventes,
silanoides, etc.), se realiz6 la comparacion de los indices de retencion
experimentales de los compuestos volatiles de ambas plantas con aquellos
valores reportados en la biblioteca electronica del Instituto Nacional de Estandares

y Tecnologia (NIST) y en la literatura.
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7. RESULTADOS
7.1. Ensayos de identidad

Cromatografia en capa fina

Se realizaron pruebas de identidad por CCF de los compuestos marcadores
constituyentes de la corteza de Alnus acuminata en los extractos hexanico,
cloroformico y metandlico. Al revelar las placas cromatograficas con los
reveladores vainillina sulfurica y sulfato cérico amoniacal, se obtuvieron los
cromatogramas que se muestran en la Figura 20 en los cuales se observa
cualitativamente la presencia de los cuatro estandares: el lup-20(29)-en-3,28-diol,
como una banda morado claro (Fr = 0.1956); el B-sitosterol, como una banda
violeta (Fr = 0.3043); el 20(29)-lupen-3p3-ol, como una banda violeta (Fr = 0.4565);

y la 14-taraxeren-3-ona, como una banda azul cielo (Fr = 0.8478).

». 5

A B C Ei E; E3 E A B C Ey E:E; E4

Figura 20. Cromatoplacas de los tres extractos organicos y los respectivos estandares
(cuatro). (A): Placa revelada con vainillina sulfurica; (B): Placa revelada con sulfato cérico
amoniacal.

Simbologia: A - extracto hexanico, B - extracto cloroférmico; C - extracto metandlico; E; —
lup-20(29)-en-2,28-diol; E, — p-sitosterol; E; — 20(29)-lupen-34-ol;

E, — 14-taraxeren-3-ona.
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7.2. Determinacién de contenido de fenoles totales
Determinacioén de fenoles totales por el método de Folin-Ciocalteu

Dado que en el analisis quimico realizado a los extractos polares de la corteza

de A. acuminata se aislaron e identificaron diarilheptanoides fendlicos'®

(Aguilar
et al.,, 2012), éste apartado tiene como fin realizar la cuantificacién de fenoles
totales del extracto de AcOEt de la corteza de A. acuminata. Por otra parte, se
pretendié comprobar la factibilidad del empleo de la férmula farmacopéica como
una alternativa facil y rapida para el calculo de fenoles totales como parametro de
composicidon para el control de calidad de la corteza, comparando el resultado con
el obtenido por el método de cuantificacién de Folin-Ciocalteu, con ayuda de una

curva de calibracién de acido galico.

Se realizé una curva de calibraciéon con diferentes concentraciones de acido
galico, de tal modo que se obtuviera una ecuacién lineal (en funciéon de las
diferentes concentraciones y las absorbancias obtenidas de la reaccion de Folin-
Ciocalteu) que presentara una r* = 0.99, con la cual, sustituyendo valores de la
absorbancia obtenida del experimento con las muestras (como abscisa) se
pudiese conocer la concentracion de equivalentes de acido galico presentes en un

mililitro de la solucidn de extracto preparado (ordenada al origen).

Una vez realizado el procedimiento descrito en la parte experimental y obtenidas
las diferentes absorbancias, se realizé el analisis estadistico de las diferentes
curvas de calibracion para seleccionar aquella cuyo coeficiente de correlacidon
fuera el mayor (en relacion a la dispersion de datos). Se utilizé el programa
estadistico Excel (Microsoft Office 2010), realizandose el analisis de varianza de

cada determinacioén. Los resultados obtenidos se muestran en el ANEXO Il (a).

Se eligi6 trabajar con aquella curva cuyo coeficiente de correlacion resultdé mayor
(R? = 0.9865) y ademas de acuerdo a los resultados derivados del anélisis de

varianza, al obtenerse valores residuales dentro del rango estipulado, con una F

103 Aguilar, M.1., et al. (2011), Antiinflammatory activities triterpenoids and diarylheptanoids of Alnus acuminata
spp. arguta, 49:1052-1057.
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Absroabancia (u.a.)
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calculada mayor que el valor critico de F y al tenerse valores del limite superior e
inferior de la interseccion circundantes del valor cero (comportamiento
Gausseano). Se eliminaron aquellos valores de absorbancia mayores a 1, para
obtener una menor dispersion de los datos, y para limitar los valores en un rango
de absorbancias adecuadas acorde al método, ya que al considerarse aquellas
absorbancias mayores a 1 (aproximadamente con valores de concentracion
mayores de 250 ug/mL de acido galico), se podria generar un comportamiento
asintético en la curva, disminuyendo asi el coeficiente de correlacién. Por esta
razon se obtuvieron los resultados plasmados en el Anexo Il (b). Asi, en la curva
seleccionada, se obtuvo un coeficiente de correlacion mayor que el calculado
anteriormente (R? = 0.9936). Con ello, se concluye que ésta fue la curva mas
adecuada para cuantificar los fenoles totales presentes en la corteza por medio del

meétodo de extrapolacion lineal (Figura 21 (A)).

Curva de calibracién acido gélico
con regresidn ajustada

=
R

# Valores de
ahsorbancias

[y
I

o
[
I

o
=)
1

o
i
I

=
P

y = 0.0038x + 0.0538

o

o S0 100 150 200 250 300
Conc. Ac. Gilico [ug/mL]

(A) (B)

Figura 21. (A): Grafico de la curva de calibracién ajustada de acido galico para la
cuantificacién de fenoles totales; (B): Representacion de la reaccion colorimétrica de la
reaccion con el reactivo de Folin-Ciocalteu en una placa de ELISA

Del grafico anterior, se obtuvo la siguiente ecuacion lineal:

Ecuacion 4

y = 0.0038x + 0.0538
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RESULTADOS

Cuantificacion de fenoles totales mediante el método de Folin-Ciocalteu,

utilizando la curva de calibracién de acido galico

Una vez comprobada la factibilidad de la Ecuaciéon 4, se llevd a cabo la
cuantificacion por medio de una extrapolacidn con la solucion de extracto a 1.0

mg/mL por cuadruplicado.

Los absorbancias obtenidas presentaron valores que se salieron del rango de la
curva de calibracion, por lo que se realizé una dilucion de 1:5 (en MeOH) para
obtener un valor que entrara en el rango de concentraciones de la curva de

calibracion.

Después de realizar la reaccion con el reactivo de Folin-Ciocalteu y leer estas

muestras en el espectrofotometro, se llego a los siguientes resultados:

Tabla 6. Resultados de la medicion de absorbancia de la muestra de A. acuminata

(1 mg/mL; dilucién 1:5).

Absorbancia (u.a.)
Alnus acuminata ssp. arguta
0.560
0.532
0.573
0.527

Estos valores de absorbancia se sustituyeron como las abscisas de la ecuacién,

llegandose a los siguientes valores de concentracion equivalentes de acido galico

(ng/mL).

Tabla 7. Concentracion de fenoles totales de A. acuminata expresadas como equivalentes

de acido galico (1 mg/mL; dilucién 1:5)

Conc. equivalente de acido galico
[ng/mL]
132.3
124.9
135.7
123.6
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RESULTADOS

Las concentraciones anteriores fueron expresadas como EAG y se procedio a

realizar el calculo para obtener los mg EAG/g corteza, considerando lo siguiente:

- Concentracion de la solucion del extracto (1 mg/mL)
- Alicuota inicial de las muestras (20 uL)
- Factor de dilucién (D), calculado como:

_ (Volumen total de reaccién)(dilucion de la muestra)

- D=

Alicuota de la muestra

- Volumen de agua destilada (160 pL)
- Volumen de reactivo de Folin-Ciocalteu (20 pL)

- Volumen total de reaccién por pozo (210 uL)

Por lo tanto, la ecuacion final es:

Ecuacion 5

CD(CE)(PE)

mg EAG / g corteza = W

Donde:

C: Concentracion de las muestras extrapoladas como EAG obtenidos de la ecuacion lineal [ug/mL]
D: Factor de dilucion de la muestra

CE: Concentracion de la solucion del extracto preparado [1,0 mg/mL]

PE: Peso obtenido del extracto AcOEt inicial (16.8330 mg)

W: Peso inicial obtenido de la corteza (5.0795 g)

Con ésta férmula, se llegd a los siguientes resultados expresados en mg EAG / g
corteza:

Tabla 8. Contenido de fenoles totales en la corteza de A. acuminata obtenido a partir de la

curva de calibracién de acido galico

Contenido de fenoles totales
[mg EAG / g corteza]
23.0
21.7
23.6
21.5
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RESULTADOS

El contenido promedio de fenoles totales por gramo de corteza es de 22.5 + 1.0

mg EAG / g corteza.

Cuantificaciéon de fenoles totales utilizando la férmula descrita en la
farmacopea (FHEUM, 2013)

Resultados con referencia de acido galico

Se realiz6 la medicidén espectrofotométrica de 3 repeticiones (con 6 réplicas cada
una) de la solucién de acido galico preparada como se describe en la Figura 19 (y

siguiendo el procedimiento de la Figura 17). Los resultados fueron:

Tabla 9. Resultados obtenidos de la medicion de absorbancias de las diferentes réplicas

de acido galico (116.8ug/mL)

Absorlgancias referencia
Acido galico
[116.8 ug/mL]

| Il ]

0.516 0.512 0.495
0.507 0.509 0.502
0.501 0.499 0.500
0.517 0.488 0.507
0.506 0.494 0.498
0.500 0.510 0.503
Promedio 0.507833 0.510 0.5008

SD 0.0072502 0.009818 0.0041673
%C.V. 1.4277%  1.9558%  0.8321%

Considerando los valores de la Tabla 9, y los requisitos para validar el sistema
(%C.V. no mayor de 2.0%), se puede concluir que el sistema es apto para
utilizarse dentro de la formula farmacopéica propuesta, y al presentar la réplica Ill
el menor porcentaje de C.V., fue elegida para utilizarse en el célculo de la

concentracion de fenoles totales.
Resultados del extracto de AcOEt

Se llevo a cabo la medicion espectrofotométrica de 6 repeticiones de la muestra
del extracto de AcOEt a 1 mg/mL (siguiendo el procedimiento de la Figura 17),

cuyos resultados fueron:
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RESULTADOS

Tabla 10. Resultados obtenidos de la medicion de absorbancias de las diferentes réplicas
de la solucién de extracto de AcOEt (1 mg/mL) de corteza diluido 1:5

Absorbancias.
Solucion de extracto
[1,0 mg/mL]

0.510

0.503

0.497

0.501

0.509

0.499
Promedio 0.5032

SD 0.053072

%C.V.. 1.0548

Con estas seis repeticiones, y con base en las condiciones para aceptar los
criterios de linealidad del sistema, se puede concluir que el sistema en general es

apto para utilizarse dentro de la formula farmacopéica.

Con los resultados de los valores de absorbancia de la muestra y la referencia,
se procedi6 a calcular la cantidad de fenoles totales presentes en la muestra como

el siguiente ejemplo:
Ejemplo de calculo.

Retomando la Ecuacion 5, y tomando los valores de absorbancias indicadas en

las Tablas 9y 10, se tiene que:

(116.8 ug/mL)(°'21mL*5mL)( 1mg )(0.510)

0.02 mL 1000 pug/ \0.495

=6.3 mg EAG
Sacando proporciones de la cantidad de extracto inicial obtenido y considerando

que se trabajo con una solucién de extracto 1.0 mg/mL:

6.3 mg EAG - 1 mg exto.
X - 16.8 mg exto.

x = 106.3 mg EAG

Y teniendo una cantidad de corteza inicial pesada, se tiene:

106.3mg EAG

EAG t =
my / g corteza 5.1 g corteza
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RESULTADOS

= 20.9 mg EAG/g corteza

Siguiendo este tipo de razonamiento, se obtuvieron los resultados indicados en
la Tabla 11.

Tabla 11. Contenido de fenoles totales en la corteza de A. acuminata calculado por

férmula farmacopéica

Contenido de fenoles totales
[mg EAG / g corteza]
20.9
20.4
20.2
19.7
20.8
20.2

Por lo que el contenido promedio de fenoles totales por gramo de corteza es de
20.4 + 0.4 mg EAG / g corteza.

7.3. Ensayos de la capacidad antioxidante

Una vez evidenciada la presencia de fenoles en el extracto, se desarrollaron
cuatro pruebas con el fin de evaluar y cuantificar la capacidad antioxidante de
éstos: capacidad de neutralizacion del radical DPPH, neutralizacién del cation
ABTS, ensayo de FRAP y capacidad de blanqueamiento de [-caroteno. Los
parametros cinéticos evaluados en estos ensayos fueron: Area Bajo la Curva
(ABC), Capacidad Antioxidante Equivalente de Trolox (TEAC, o RDSC por sus
siglas en inglés), Concentracion Inhibitoria Media (Clsp), Eficiencia Antirradical
(EA) y Actividad Antioxidante (%AA). Como controles se utilizaron: Trolox,

quercetina y (-)-epicatequina.
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RESULTADOS

Ensayo de neutralizacion del radical libre -DPPH

La capacidad de atrapamiento del radical libore DPPH (Figura 22) se determino
mediante el calculo de DPPH remanente durante los 20 minutos de reaccion,

mediante la siguiente expresion:
Ecuacion 6

o/ODPPHremanente = (Amtra - Abco)/(ActroI - Abco) * 100
Donde:

Anmtra: Absorbancia de la muestra
Apco: Absorbancia blanco (MeOH)

Ao Absorbancia del control (solucién metandlica de DPPH)

Figura 22. Representacion de la reaccion colorimétrica de atrapamiento del radical libre
DPPH. La coloracién morada hace alusion a la presencia del radical libre no neutralizado,
mientras que la coloracion amarilla es indicativa de la neutralizacién del mismo

En la Figura 23 se muestra la cinética de reaccion de las diferentes

concentraciones del extracto metandlico (1, 0.5, 0.2, 0.04, 0.01 y 0.002 mg/mL) y
de los tres compuestos de referencia utilizados (Trolox, (-)-epicatequina y

quercetina, a 0.1 mg/mL) frente al radical libre DPPH:
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RESULTADOS

Figura 23. Representacion de la cinética de reaccion de neutralizacion del radical libre
DPPH de las muestras del extracto metandlico utilizando tres compuestos de referencia.

Con los resultados procesados, se calcularon diferentes parametros cinéticos
para cuantificar la capacidad atrapadora del radical DPPH del extracto metandlico
a diferentes concentraciones y de los compuestos de referencia utilizados. Estos
fueron: Area Bajo la Curva (ABC), Capacidad Antioxidante Equivalente de Trolox
(TEAC o RDSC), Concentracion Inhibitoria media (Clsg) y Eficiencia Antirradical
(EA) (Tabla 12). En el caso del TEAC, se construyé una curva de calibracion con
Trolox [derivada del tratamiento estadistico por analisis de varianza de tres
réplicas realizadas. Ver ANEXO Il (a)], cuya ecuacion lineal permitié calcular los

equivalentes de Trolox de las diferentes concentraciones de extracto evaluados.
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RESULTADOS

Tabla 12. Resumen de los parametros cinéticos obtenidos para el extracto metandlico en
comparacion con las referencias utilizadas para el ensayo de neutralizacion de DPPH.

ABC TEAC Cls EA
[mM] [mg/mL] [mL/mg min]
Conc. extracto MeOH
Alnus acuminata
[mg/mL]
1 3788.1 363.7 - -
0.5 3832.7 369.0 - -
0.2 3874 .1 372.3 - -
0.04 2528.9 250.1 0.04 4.4
0.01 850.8 58.2 - -
0.002 274.7 6.3 - -
Trolox 2011.7 251.8 0.01 15.0
(0.1 mg/mL)
Epicatequina 24954 251.8 0.01 16.7
(0.1 mg/mL)
Quercetina 4018.7 252.4 0.01 15.0
(0.1 mg/mL)

Ensayo de neutralizacién del cation ABTS *

La capacidad de atrapamiento del cation libre ABTS (Figura 24) se determino
mediante el calculo de ABTS remanente durante los 6 minutos de reaccion,

mediante la siguiente expresion:

Ecuacion 7

YABT Sremanente = (Amtra — Abco)/ (Actrol — Abco) * 100
Donde:
Anmtra: Absorbancia de la muestra

Apco- Absorbancia blanco (Agua destilada)
Acor Absorbancia del control (solucion acuosa de ABTS)
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RESULTADOS

Figura 24. Representacion de la reaccion colorimétrica de neutralizacion del radical libre
ABTS. La azul fuerte hace alusion a la presencia del radical libre no neutralizado, mientras
que la solucién transparente es indicativa de la neutralizacién del mismo

En la Figura 24 se muestra la cinética de reaccion de las diferentes
concentraciones del extracto metandlico a 0.2, 0.04 y 0.01 mg/mL y de los tres
compuestos de referencia utilizados (Trolox, (-)-epicatequina y quercetina a 1

mg/mL) frente al cation libre ABTS.

%ABTS remanente

120 — A, acuminata .01
mgfmL

100

A, acuminata 0.04

mgfmL

s, aCuminata 0.2

mgfmL

L . Quercetina 0,01
\ R me/mt

s Epicatequina L0

mgfmL

%4 BTS remanente

1] 10 20 30 40
TROLOX 1.0 mg/mL
Tiempo [min)

Figura 25. Representacion de la cinética de reaccion de neutralizacion del cation libre
ABTS de las muestras del extracto metandélico utilizando tres compuestos de referencia.
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RESULTADOS

Con los resultados procesados, se calcularon diferentes parametros cinéticos
para cuantificar la capacidad atrapadora del catién libre ABTS del extracto
metanolico a diferentes concentraciones y de los compuestos de referencia
utilizados. Estos son: Area Bajo la Curva (ABC), Capacidad Antioxidante
Equivalente de Trolox (TEAC o RDSC), Concentracion Inhibitoria media (Clsp) y
Eficiencia Antirradical (EA). En el caso del TEAC, se construyé una curva de
calibracion con Trolox [derivada del tratamiento estadistico por analisis de
varianza de tres réplicas realizas. Ver ANEXO Il (b)], cuya ecuacién lineal permitid
calcular los equivalentes de Trolox de las diferentes concentraciones de extracto

evaluados. Los parametros cinéticos calculados se muestran en la Tabla 13.

Tabla 13. Resumen de los parametros cinéticos obtenidos para el extracto metandlico en
comparacion con las referencias utilizadas para el ensayo de neutralizacion del cation
ABTS.

ABC TEAC CI50 EA
[mMM] [mg/mL] [mL/mg min]

Conc. extracto MeOH
Alnus acuminata

[mg/mL]
1 - 498.0 - -
0.5 49.9 382.4 - -
0.2 2055.5 148.3 0.2 10.0
0.04 412.3 53.9 - -
0.01 0.4 9.1 - -
0.002 0.5 2.2 - -
Trolox 2234.2 494.9 1 0.4
(0.1 mg/mL)
Epicatequina 219.5 48.3 0.1 6.7
(0.1 mg/mL)
Quercetina 256.0 88.0 0.1 5.0
(0.1 mg/mL)

Ensayo para determinar el poder antioxidante/reductor de Fe*" (FRAP’)

La capacidad de reduccién del Fe** por las diferentes concentraciones de
extracto MeOH vy las referencias mencionadas se determind mediante la
extrapolacion de las diferentes absorbancias obtenidas a los 30 minutos de

reaccion (como punto final de reaccion) (Figura 26).
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RESULTADOS

Figura 26. Representacion de la reaccién colorimétrica de la capacidad de reduccion del
Fe**. La solucion transparente hace alusion a la presencia del Fe** no reducido, mientras
que la coloracion azul fuerte es indicativa de la reduccion del mismo.

Para esta determinacién, se realizaron dos curvas de calibracion [derivadas del
tratamiento estadistico por analisis de varianza de tres réplicas realizadas. Ver
ANEXO llI (c)], cuyas ecuaciones lineales permitieron calcular los equivalentes de
acido ascorbico y de Trolox de las diferentes concentraciones de extracto
ensayadas mediante la extrapolacion de las absorbancias obtenidas. Estas curvas

de calibracion se representan en las Figuras 27y 28.

Curva de calibracidn &cido ascdrbico-FRAP con

regresion ajustada
1.2 4

0.8 | *Valores de absorbancias

06 - M Prondstico para Y

0.4

Absobanchs {ua.)

Ec. lineal:
y =0.001x+0.0578

0.2

o 200 400 600 800 1000 1200
Conc. Ac. Ascorbico [pan1)

Figura 27. Curva de calibracion de acido ascérbico (0-1000 uM) para el ensayo de FRAP
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RESULTADOS

Curva de calibracion Trolox-FRAP con regresion
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Figura 28. Curva de calibracion de Trolox (0-600 uM) para el ensayo de FRAP
Con estas curvas, se procedio a extrapolar las absorbancias obtenidas al minuto

30, obteniéndose los resultados resumidos en la Tabla 14:

Tabla 14. Resumen de los parametros cinéticos obtenidos para el extracto metandlico en

comparacion con las referencias utilizadas para el ensayo de FRAP.

Extracto y/o referencia. Equivalente Equivalente
Concentracion ac. ascorbico [uM] Trolox [uM]
Alnus acuminata 38.5 20.1
[0.01 mg/mL]
Trolox 75.9 38.8
[0.01 mg/mL]
Quercetina 109.2 55.5
[0.01 mg/mL]
(-)-epicatequina 75.5 38.6
[0.01 mg/mL]

Capacidad de neutralizar la lipoperoxidacion por medio del ensayo de

blanqueamiento de 3-caroteno

Para determinar la capacidad antioxidante del extracto metandlico para
neutralizar el radical generado por la reaccién entre el acido linoleico y el B-

caroteno se utilizé como control positivo Trolox (0.5 mg/mL) y como blanco de
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en la literatura’®:

RESULTADOS

reaccion MeOH (Figura 28). Esta capacidad se calculd con la expresién descrita

Ecuacion 8

%AA = (DRc — DRs)/DRc * 100

Donde:

DRc: Velocidad de degradacion del control
DRs: Velocidad de degradacion de la muestra

Expresiones de las que se tiene que:
DRc o DRs = ﬁ
60
Donde:

a: Absorbancia al tiempo cero
b: Absorbancia al tiempo 60 (min)

Figura 29. Representacion de la reaccién colorimétrica del ensayo de blanqueamiento de
B-caroteno. El tubo de ensayo de la izquierda hace alusién al inicio de la reaccion de la
muestra con el extracto metandlico de la corteza, mientras que en el tubo de la derecha

se puede observar la decoloracion del 3-caroteno.

104

components, 108:1019-1022.

Wang, W. (2008), Antioxidative activity of Rosmarinus officinalis L. essential oil compared to its main
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RESULTADOS

Previo al ensayo, se realizd una prueba para evaluar las posibles
concentraciones que permitieran retardar la peroxidacion de los lipidos utilizando
concentraciones de extracto mayores. Sin embargo, a fin de observar el efecto del
blanqueamiento, se trabajo con las siguientes concentraciones: 2, 1, 0.2, 0.02 y
0.004 mg/mL, utilizando como control positivo Trolox (0.5 mg/mL). Todas las

pruebas se realizaron por triplicado, cuyos promedios se muestran en la Tabla 15.

Tabla 15. Resumen de los parametros obtenidos de capacidad de lipoperoxidacion

mediante el ensayo de blanqueamiento de -caroteno

Extracto MeOH Concentracion %AA

Alnus acuminata [mg/mL] (60 min)
1 2 67.8
2 1 66.7
3 0.2 63.8
4 0.02 60.5
5 0.004 454

7.4. Determinacion de compuestos volatiles por HS-SPME-EM-TOF de la

corteza de A. acuminata y de la raiz H. longipes.

Esta técnica se desarrolld con el fin de extraer, detectar e identificar
selectivamente compuestos volatiles presentes en la corteza de A. acuminata y en
la raiz H. longipes, utilizando la técnica de microextraccion en fase soélida (por sus
siglas en inglés, SPME) y la instrumentacién analitica CG-EM-TOF (Cromatografia
de Gases-Espectrometria de Masas con Tiempo de Vuelo). La técnica emplea un
tipo de fase soélida que permite realizar extracciones selectivas debido a sus

caracteristicas de componentes polares, no polares y de mediana polaridad.

Los compuestos volatiles presentes en las dos muestras fueron identificados
mediante la comparacion de los indices de Kovats obtenidos experimentalmente
con aquellos reportados en la literatura y en la base de datos de NIST, en el
apartado de caracterizacion de compuestos por Cromatografia de Gases. Se
identificaron 32 compuestos en la corteza de A. acuminata (Figura 30), mientras
que en la raiz de H. longipes se identificaron 39 (Figura 31). Los compuestos
identificados se muestran en las Tablas 76 y 717, ordenados de acuerdo a sus
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RESULTADOS

tiempos de retencion, asi como por el valor de los indices de Kovats tedricos y

experimentales.
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g RESULTADOS
Pom——— Tabla 16. Compuestos volatiles detectados en la corteza de A. acuminata
# Pico Nombre %Area  R.T.(s) IR. R similitud d“é':tti‘;ﬁ:zggn
1 Heptanal 1,9384 267,847 970,01 903 867 MS / IK
2 1,2,3-trimetil- benceno 3,9377 339,397 1082,9 1034 970 MS / IK
3 1,2-dietil- benceno 0,1391 355,447 1112,5 1056,7 890 MS / IK
4 Ocimeno 2,0142 356,447 1114,4 1052 770 MS / IK
5 2-etil-1-hexanol 8,5240 364,147 1128,6 1030 940 MS / IK
6 2,6-dimetil-7-octen-2-ol 0,7487 386,347 1169,6 NE 871 IP
7 pentil-ciclopropano 1,9493 390,197 1176,7 NE 827 IP
8 1-etenil-3-etill- benceno 0,7572 394,947 1185,4 NE 866 IP
9 3,7-dimetil-1,6-octadien-3-ol 4,4213 401,297 1197,1 1112 820 MS / IK
10 Nonanal 4,4213 401,597 1197,7 1108 920 MS / IK
11 2,4-dimetilestireno 0,3477 420,647 1241,2 NE 839 IP
12 6,7-dimetoxi-1-metil-4-(3,4-dimetilfenil)-isoquinolina 1,3275 432,697 1269,1 NE 647 IP
13 2-Dodecanona 1,3383 443,697 1294,5 NE 936 IP
14 1-metilen-1H-indeno 9,8277 449,497 1307,9 NE 918 IP
15 Decanal 9,6368 449,947 1309 1228 946 MS / IK
16 Estragol 9,7733 450,647 1310,6 1196 808 MS /K
17 3-tert-butil-2-pirazolin-5-ona 0,5778 484,547 1389 NE 670 IP
18 N-(2-acetilciclohexilideno)ciclohexilamina 0,5420 489,297 1400 NE 729 IP
19 Benzocicloheptatrieno 0,7174 505,547 1443,5 NE 859 IP
20 2'merf'r';i’i"l’ég'tr:re;';g(czijgd;r‘:)x‘;:r;g‘iig'et") 91251 512,647 14626  NE 950 P
21 2-met|I-3-h|drOX|-2,4r;4:c-)t;|:r:itiltl:;;entll éster del acido 17,9576 522,897 1490 NE 892 IP
22 Bifenil 0,4708 532,347 1515,3 1381,8 897 MS / IK
23 Difenil éter 2,2745 538,247 1531,1 1396 851 MS / IK
24 ! ’3’4’6’70’%zz’;i*t‘;?yr]‘f';fe’g’zzsi’g:sxamet"' 04279 685997 19942  NE 831 P
25 4-dimetil-bencenobutanal 2,2745 538,997 1533,2 NE 766 IP
26 2,4-bis(1,1-dimetiletil)-fenol 0,4890 576,597 1639,9 1512 928 MS / IK
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RESULTADOS

Tabla 16. Compuestos volatiles detectados en la corteza de A. acuminata —continuacion-

27 2-metil-1-(1 ,1-dimetiJe_tiI)-2-metiI-1_,3-propanodi| éster 0,9804 597,847 1707 NE 916 =
del acido propanoico
28 1,3,4,6,7,8—hexah|dro—4,6,6,7,8,.8—hexametll— ciclopenta 0,6486 685,997 1994,2 NE 831 P
[v]-2-benzopirano
29 1,1'-oxibis-octano 0,3260 719,247 2114 NE 869 IP
30 Dihexil éster-1,2-acido bencenodicarboxilico éster 0,5631 722,397 21254 NE 905 IP
31 10-Heneicoseno 1,8361 965,797 3075,4 NE 918 IP
32 1-Heptacosanol 1,2689 1013 3260,9 NE 927 IP

Simbologia: MS | IK: Espectrometria de masas / indice de Kovats; IP: indice Presuntivo; NE: No Encontrado; IR,: indice de
retencion experimental; IR¢: indice de retencion teérico
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RESULTADOS
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Figura 30. Cromatograma de la corteza de A. acuminata obtenido con la fibra DVB/CAR/PDMS (color gris) por CG-EM.
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g RESULTADOS
e Tabla 17. Compuestos volatiles detectados en la raiz H. longipes
# pico Nombre %Area RT.(s) 'Re R giiitug | Metodode
identificacion
1 1,7,7-trimetil-triciclo[2.2.1.0(2,6)] heptano 1,4128 277,209 981 940 956 MS / IK
2 2,6,6-trimetil-biciclo[3.1.1] hept-2-eno 7,0439 286,809 991 944 967 MS / IK
3 Camfeno 22,2012 300,559 1011 964 881 MS / IK
4 a-Pineno 4,2406 319,359 1046 990 964 MS / IK
5 0-Cimeno 7,0173 352,959 1108 1033 968 MS / IK
6 D-Limoneno 7,0269 354,259 1110 1039 908 MS /IK
7 2-etil-1-hexanol 0,2811 362,159 1125 1040 816 MS / IK
8 o -felandreno 0,1708 371,709 1143 1013 797 IP
9 2,6-dimetil-7-octen-2-ol 0,1555 384,709 1167 NE 913 IP
10 6-campenol 0,2080 392,859 1182 1110 880 MS / IK
11 Nonanal 0,5467 400,359 1195 1108 934 MS / IK
12 1,7,7-trimetil-(1S-endo)-biciclo[2.2.1]heptan-2-ol 0,5078 435,609 1276 1173 865 MS / IK
13 1,2-dimetil-4-metilen-ciclopenteno 0,5957 436,459 1278 NE 864 IP
14 7,7-dimetil-biciclo[2,2,1]heptan-2-ol 0,2850 437,909 1281 NE 777 IP
15 (3S,6S)-2,2,6-trimetil-6-viniltetrahidro-piran-3-ol 0,4995 439,459 1285 1186 746 MS / IK
16 2-etil-3-metoxi-2-ciclopentenona 3,2549 457,559 1327 NE 685 IP
17 2-dodecanona 0,5191 486,459 1393 1388 967 MS / IK
18 a-Vatireneno 1,2557 514,009 1466 NE 847 IP
Octahidro-1,7 o -dimetil-5-(1-metiletil)-, [1S-
19 (10,20,3aB,4a,5a,7a,8S)],1,2,4-Meteno-1H- 5,7523 516,809 1474 1370 794 MS / IK
indeno
20 (+)-ciclosativeno 5,7523 517,109 1475 1369 888 MS / IK
21 o-copaeno 1,7877 518,759 1479 1380 892 MS / IK
29 2—met|I—3—h|drOX|—2,46;1(;:)r;mn(e)itlclgentll ester del acido 0,3158 520,059 1482 NE 790 P
23 1-metil-4-(1,2,2-trimetilciclopentil)-(R)-benceno 0,2616 527,509 1502 1505 628 MS / IK
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RESULTADOS

Tabla 17. Compuestos volatiles detectados en la raiz H. longipes —continuacion-

24 Isoledeno 9,4383 533,109 1517 NE 827 IP
25 (-)-B-bourboneno 2,3896 546,009 1552 1388 750 MS / IK
26 cis-Thujopseno 4,6656 546,259 1553 1431 620 MS / IK
27 8,8,9-Trimetil-deca-3,5-dieno-2,7-diona 0,5356 552,209 1569 NE 724 IP
28 Aristoleno 0,5356 552,559 1570 NE 863 IP
29 Seychelleno 0,7247 552,609 1570 1460 887 MS / IK
30 Longifoleno-12 1,6635 557,959 1584 1448 731 MS / IK
31 Aromadendreno 0,7890 559,559 1588 1463 876 MS / IK

Octahidro-4-metil-8-metilen-7-(1-metiletil)-[1S-

162
32 (10,3aB,4a,7a,7aB)], 1,4-Metano-1H-indeno 0,3986 571,159 623 NE 854 P
33 (-)-a-Panasinseno 0,4339 575,659 1637 NE 854 IP
34 a, o ,6,8-tetrametil-triciclo[4.4.0.0(2,7)]dec-8-ene- 0,3985 586,209 1670 1541 876 MS / 1K
3-metanol
35 Oxido de cariofileno 0,3985 586,609 1672 1596 749 MS / IK
36 2,2,4—tr|met|I—3—cEarboxnsoprop.|I isobutil éster del 4.0933 596,809 1704 1581 861 MS / IK
acido pentanoico
37 3-oxo—2—pentll—metll este.r del acido 0,3726 625.409 1794 . 750 P
ciclopentaneacetico
4,8,12,15,15-pentametil-[1R-
38 (1R*,3E,7E,11R*,12R*)]- biciclo[9.3.1]pentadeca- 1,7162 740,109 2190 NE 855 IP
3,7-dien-12-ol
39 3-metilen-1,7,7-trimetilbiciclo[2.2.1]hept-2-il éster 0,1302 783700 2360 e 797 P

del acido ciclopentanecarboxilico

Simbologia: MS | IK: Espectrometria de masas / indice de Kovats; IP: indice Presuntivo; NE: No Encontrado; IR.: indice
de retencién experimental; IR;: indice de retencién tedrico
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Figura 31. Cromatograma de la raiz de H.longipes obtenido con la fibora DVB/CAR/PDMS (color gris) por CG-EM.
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DISCUSION DE RESULTADOS

o

8. DISCUSION DE RESULTADOS
8.1. Ensayos de identidad

Pruebas de identidad por CCF de los compuestos marcadores mayoritarios

constituyentes de la corteza de A. acuminata

Por medio de la técnica de CCF'%, se puede observar que la extraccién con los
tres disolventes fue eficiente, lo cual se refleja en las bandas abundantes,
uniformes y claras que se evidenciaron con ambos reveladores en la placa.
Ademas, las concentraciones utilizadas de cada extracto y referencia fueron las

adecuadas.

Un factor critico en el tratamiento del revelado fue la temperatura de
calentamiento. En el caso de la cromatoplaca revelada con sulfato cérico
amoniacal (Figura 20b) presentd bandas con menor intensidad, esto porque se
tuvo que supervisar a fin de evitar que ésta se quemara. En el caso de la
cromatoplaca revelada con vainillina sulfurica (Figura 20a), el revelado fue casi
inmediato, apreciandose bandas mas abundantes y de mayor intensidad tanto de

las referencias como de los diferentes extractos.
8.2. Determinacion de contenido de fenoles totales

Determinacién de fenoles totales por el método de Folin-Ciocalteu y férmula

farmacopéica

La determinacion del contenido de fenoles totales es muy importante, ya que los
parametros obtenidos permiten evaluar el potencial antioxidante de la mayoria de

1% ademas de que es una prueba de amplia aplicacion

los productos naturales
como control de calidad para diversas materias vegetales descritas en la FHEUM.
Se realizé la cuantificacion de fenoles por el método de Folin-Ciocalteu y utilizando
un método farmacopéico, con el fin de comparar los resultados obtenidos y

comprobar la factibilidad de ambos métodos. En el caso del método farmacopéico,

1% Navarrete, A., et al. (2009), Monografia cientificas de plantas medicinales de México. Cuachalalate. pp. 17.
% Prior, R. L. et al. (2005), Standardized Methods for the Determination of Antioxidants Capacity and
Phenoilics in Foods and Dietary Supplements, 53:4290-4302.
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DISCUSION DE RESULTADOS

es una expresion general que se utiliza en gran numero de materias vegetales
para cuantificar los fenoles totales en la FHEUM. Como se menciond en la
justificacion, con éstos resultados se pretende comprobar que ambos métodos son
equivalentes para que pueda realizarse la propuesta monografica que incluya esta

cuantificacion y férmula dentro de la farmacopea como prueba de calidad.

Se tiene evidencia por estudios previos que el extracto metandlico de la corteza
de A. acuminata presenta una gran cantidad de compuestos fendlicos.
Comparando el resultado obtenido a partir de la cuantificaciéon por el método de
Folin-Ciocalteu y el obtenido por la formula farmacopéica propuesta, se obtuvieron
valores similares, hecho que permite concluir la factibilidad de ambos métodos de
cuantificacion. A modo de propuesta, si se continua el presente trabajo, seria
factible la aplicacion de un factor de correccién para comprobar que ambos
métodos son comparables, y que al aplicarlo, este factor de correccion, permita

obtener un resultado mas preciso.
8.3. Ensayos de la capacidad antioxidante

Tras comprobar y cuantificar la presencia de fenoles totales en el extracto de
AcOEt de la corteza de A. acuminata, se realizaron los ensayos para evaluar el
potencial antioxidante utilizando los ensayos de: DPPH, ABTS, FRAP vy
blanqueamiento de B-caroteno. El compuesto de referencia que se utilizé para
comparar y cuantificar la capacidad antioxidante del extracto metandlico y del
resto de compuestos de referencia y con el que se calcularon los parametros
cinéticos fue el Trolox. La Capacidad Antioxidante Equivalente a Trolox (TEAC),
indica el numero de radicales de DPPH o ABTS neutralizados por una molécula
del antioxidante'”’; la Capacidad Inhibitoria Media (Clsy) se define como aquella
concentracion del compuesto y/o antioxidante que se requiere para reducir o
neutralizar el 50% de la cantidad de DPPH o ABTS presente en el medio de
reaccion a comparacion de la cantidad existente inicial. Este parametro cinético

permite caracterizar de primera instancia el poder antioxidante de una muestra; en

107 Roginsky, et al. (2005) Review of methods to deterimne chainbreaking antioxidant activity in food, 92:235-
254,
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cuanto al area bajo la curva (ABC), es un parametro que permite evaluar la
capacidad antioxidante en términos de velocidad y eficiencia de la reaccion en
cuanto al atrapamiento y neutralizacion del radical en cuestion'®; y la eficiencia
antirradical (EA) permite comparar la capacidad de atrapamiento de los

radicales'®.

Para la evaluacion de los resultados obtenidos, se debe hacer mencion de que
mientras el valor de los parametros cinéticos ABC y EA sea mas pequeio, es
indicativo de que existe mayor presencia de moléculas antioxidantes, se requiere
una minima concentracion de la muestra para inhibir una mayor cantidad de
radicales libres y con ello el poder antioxidante de la muestra es mayor. Por otra

parte, valores de TEAC elevados indican una gran capacidad antioxidante.
Ensayo de neutralizacion del radical libre -DPPH

La neutralizacion del radical DPPH se lleva a cabo por dos mecanismos: uno de
ellos involucra la transferencia de un hidrégeno radical (H-) (ET, electron transfer)
y otro la transferencia de un atomo de hidrégeno (HAT, hydrogen atom transfer).

El mecanismo que se observa en mayor medida es el de ET'™

Los resultados resumidos en la Tabla 12 hacen referencia a que la actividad
antioxidante del extracto metandlico total frente al radical DPPH es comparable
con la de los tres compuestos referencias trabajados: (-)-epicatequina, quercetina

y Trolox.

Los valores obtenidos de ABC del extracto a una concentracion de 0.04 mg/mL o
mayor son comparables con los obtenidos por el Trolox y (-)-epicatequina a 0.1
mg/mL, lo que muestra una mayor actividad antioxidante por parte del extracto.
Esto indica que la rapidez de neutralizacion de los radicales libres fue mayor en la

muestra.

108 Apak, R. et al. (2007) Comparative Evaluation of Various Total Antioxidant Capacity Assays Applied to
Phenolic Compounds with the CUPRAC Assay, 12:1496-1547.

% Cheng, Z. et al. (2006) High-Throughput Relative DPPH Radical Scavenging Capacity Assay, 54:7429-
7436.

"% Oy, B. et al. (2005) The chemistry behind dietary antioxidant capacity assays, 53:1841-1856.
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En cuanto a los valores de TEAC obtenidos, a concentraciones mayores a 0.2
mg/mL de extracto metandlico, se aprecia que una mayor cantidad de radicales

fueron neutralizados en comparacion con las referencias.

Por otro lado, respecto a la Clsg (Figura 23) se observa que a una concentracion
de 0.04 mg/mL de extracto metandlico fue neutralizado el 50% de los radicales
libres. Este resultado fue mayor que los obtenidos por las referencias, lo que
indica que se requiere menor concentracion del extracto para neutralizar a los
mismos radicales en comparacion con las concentraciones de los compuestos de
referencia trabajados. Segun la literatura', la (-)-epicatequina y la quercetina son
ejemplo de una serie de compuestos de la familia de los flavonoides con gran
capacidad antioxidante; en el caso de la (-)-epicatequina, la gran capacidad
antioxidante es conferida por el residuo de catecol del anillo B, el cual puede
estabilizar el radical libre presente en el medio, de modo que presenta una
estructura quimica tal que genera una deslocalizacion electronica hasta estabilizar
el aroxi-radical generado''. En la Figura 32 se representan los dos mecanismos

de estabilizacion del ion o radical generado.

OH o 0
OH o O
/
= ‘ 2H | [O] ‘
SA \/\ / /
R [O] R
\\ OH /
Especie con o
radical libre /
A ‘
NS
R

Figura 32. Estabilizacién del aroxi-radical y del ion fenolato en compuestos fendlicos

(grupo catecol), indicado en la literatura'".

" Kurihara, K.K. et al. (1999) Mechanistic studies of catechins as antioxidants against radical oxidation,
362:79-86.

"2 prochazkova, D. et al. (2011), Antioxidant and perooxidant properties of flavonoids, 82:513-523.

'3 peterson, D.G., Patent application publication, Feb. 10, 2005.Pub. num. US 2005/0031771 A1.
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Con respecto a la Eficiencia Antirradical (EA), las tres sustancias de referencia
presentaron mayor eficiencia que el extracto a la concentracion de 0.04 mg/mL, de
lo cual se puede decir que las referencias son capaces de neutralizar el radical
DPPH de una forma mas eficiente que el extracto. Este parametro correlaciona
con los valores obtenidos de TEAC y de Clsp, por lo que existe una relacion entre
ambos parametros, con lo cual se puede establecer que para que un compuesto
sea considerado como un buen atrapador o neutralizador de radicales libres, éste

debe tener valores de TEAC altos y Cls bajos.
Ensayo de neutralizacion del cation ABTS *

Los resultados obtenidos en la Tabla 13 hacen referencia a que la actividad
antioxidante del extracto metandlico total frente al radical ABTS comparada con
las tres referencias utilizadas. Los valores obtenidos de ABC del extracto a una
concentracion de 0.2 mg/mL son casi similares a los obtenidos por el Trolox a 0.1
mg/mL, y presenta valores mayores a los obtenidos con la (-)-epicatequina y la
quercetina a 0.1 mg/mL, presentando mayor actividad antioxidante. Esto indica
que la rapidez de neutralizacién fue mayor o equivalente en la muestra respecto a

las referencias.

En cuanto a los valores de TEAC obtenidos, a una concentracién de extracto
metandlico de 0.2 mg/mL se aprecia una mayor cantidad de radicales
neutralizados respecto a la (-)-epicatequina y la quercetina, mientras que la
cantidad de radical neutralizada por 1 mg/mL de extracto es similar a la obtenida
por el Trolox a 0.1 mg/mL. Esto hace ver que para este ensayo, el comportamiento
de las referencias fue variable dependiendo de las concentraciones del extracto
evaluadas, asi como de las condiciones en las que se llevd a cabo la reaccion
(exposicion a la luz, lectura de absorbancias a tiempo definido, manipulacién de la

placa, etc.).

Por otro lado, respecto a la Clsy calculada en la Figura 25 se observa que a la
concentracion de 0.2 mg/mL del extracto metandlico, 50% de los radicales libres

es neutralizado. Este resultado presuntivo fue mayor que los obtenidos por las
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referencias, lo que indica que se requiere menor cantidad de extracto para

neutralizar los radicales a comparacion de las referencias.

Respecto a la Eficiencia Antirradical (EA), el extracto a concentracion de 0.2
mg/mL presentd mayor eficiencia en comparacion con las referencias, lo que

indica que el extracto tiene gran capacidad antioxidante frente al radical ABTS.
Ensayo para determinar el poder antioxidante/reductor de Fe** (FRAP")

Para éste ensayo, como fue descrito anteriormente para la prueba de
neutralizaciéon del radical DPPH, se lleva a cabo un mecanismo de neutralizacion
por la transferencia de un electrdn, reduciendo el Fe* (forma oxidante) en Fe®*
(forma estable no oxidante). Con base en lo descrito en la literatura'*, esta
capacidad para reducir la especie oxidada parece estar relacionada con el grado
de hidroxilacion de los compuestos presentes, asi como de la conjugacion de los

compuestos polifendlicos.

Conforme a los resultados obtenidos (Tabla 14), se puede observar que la
actividad reductora no fue tan significativa como aquella evidenciada con las
referencias a las mismas concentraciones (0.01 mg/mL); sin embargo, se
comprobd que el extracto metandlico si presentd una capacidad donadora de
electrones, por lo cual, si se trabajara a concentraciones mayores de extracto, esta

capacidad se incrementaria.

Capacidad de neutralizar la lipoperoxidacion por medio del ensayo de

blanqueamiento de 3-caroteno

Este ensayo permitio evaluar la capacidad antioxidante de los polifenoles
presentes en el extracto metandlico mediante la inhibicién de la autooxidacion de

los lipidos. La reaccidn se lleva a cabo mediante la donacién de un hidrégeno al

14 Pulido, R. et al. (2000) Antioxidant capacity of dietary polyphenols as determined by a modified ferric

reducing/antioxidant power assay, 48:3396-3402.
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radical peroxilo generado de la reaccion entre el acido linoléico y el B-caroteno

hasta estabilizarlo'"®.

Los resultados plasmados en la Tabla 15 muestran que el extracto posee la
capacidad de evitar la oxidacion del -caroteno, reflejado en la disminucion de la
absorbancia en funcién del aumento de la actividad antioxidante (%AA). La
actividad mas significativa fue a una concentracion de extracto de 0.1 mg/mL
respecto al control positivo de Trolox a 0.5 mg/mL. Pese a este hecho, la

capacidad antioxidante del extracto no fue tan significativa.
Ensayos de la actividad antioxidante. Relaciéon de resultados

Los resultados obtenidos en los ensayos de DPPH y ABTS son variables. Se
observa que los valores de ABC son mayores en el ensayo del DPPH, sin
embargo, el area del ensayo de ABTS debié ser mayor, ya que este radical
reacciona indistintamente con cualquier donador de —H", por lo cual, y con base en
los resultados obtenidos, éste no contribuye significativamente a la actividad
antioxidante. Esta diferencia también pudo generarse por la sensibilidad de los
ensayos, ya que al poner en contacto la reaccién con la luz la velocidad de la
reaccion aumentaba y/o disminuia en funcion del cambio de coloracién, por lo cual
fueron factores dificiles de controlar. En el caso de las referencias trabajadas,
estas presentaron valores de ABC similares, ya que éstas siempre presentan los

mismos donadores de hidrégenos en su molécula.

En el caso de Clsg, se obtuvieron valores para el ensayo de DPPH mayores que
para el ensayo de ABTS, esto debido a la falta de especificidad por parte del
radical ABTS, neutralizando de esta forma mayor cantidad de radicales. Por ello

se requiere mayor cantidad de antioxidantes.

La diferencia en los parametros calculados para los ensayos muestra que los

antioxidantes reaccionan dependiendo de la naturaleza del radical, por lo que la

"% Roginsky, V. et al. (2005), Review of methods to deterimne chainbreaking antioxidant activity in food,
92:235-254.
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actividad de los compuestos fendlicos depende del medio de reacciéon y las

condiciones a las que se le somete.

8.4. Determinacion de compuestos volatiles por HS-SPME-EM-TOF de la

corteza de A. acuminata y de la raiz H. longipes.

Para la determinaciéon de los compuestos volatiles se realizé6 un proceso de
microextraccion en fase sélida (DVB/CAR/PDMS, de color gris), mediante
cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas. Los ensayos se

realizaron con las siguientes condiciones:

Tabla 18. Tratamiento experimental realizado para la microextraccion en fase sdlida de

ambas materias vegetales

Materia vegetal # de prueba C pesada Tiempo de agitacion

i 1 1049 1 hora

Alnus acuminata 2 054 S—
Heliopsis longipes 1 1.09 30 min.
’ or 2 059 20 min.

Los resultados obtenidos se muestran en las Tablas 16y 17 y en las Figuras 30
y 31.

Para la corteza de A. acuminata se detectaron 32 compuestos volatiles, de los
cuales los mayoritarios son: 2-metil-3-hidroxi-2,4,4-trimetilpentil éster del acido
propandico (17.96%), 1-metilen-1H-indeno (9.83%), decanal (9.64%), estragol
(9.77%) y el 2-metil-2,2-dimetil-1-(2-hidroxi-1-metiletil) propiléster del &acido
propandico (9.13%).

En cuanto a la raiz de Heliopsis longipes, se detectaron 39 compuestos volatiles,
de los cuales los mas importantes son: camfeno (22.20%), isoledeno (9.44%),
2,6,6-trimetil-biciclo[3.1.1] hept-2-eno (7.04%), d-limoneno (7.03%) y el o-cimeno

(7.02%). En general se identificaron una gran cantidad de terpenos volatiles.

Para la calculo del indice de Kovats de cada componente, previamente se
realizd la inyeccidon de una coelucion de estandares de n-alcanos (Cs-Cy4) para

posteriormente analizar a la fase sdélida. Una vez que se inyecta la fase sélida, se
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lleva a cabo la separacion selectiva de los compuestos que se van registrando por
medio del cromatografo de gases, de acuerdo al numero de atomos de carbono
que contienen los mismos y con el tiempo de retencion de cada componente con
la fase movil (helio). Después, con ayuda del software del equipo (Chroma TOF)
se realizaron los calculos pertinentes para obtener los indices de Kovats, para
finalmente comparar este resultado con la base de datos NIST y en referencias

bibliograficas.
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9. CONCLUSIONES

e Mediante la realizacion de las pruebas analiticas de identidad vy
composicién derivadas del presente trabajo, fue posible llevar a cabo el
control de calidad de la corteza de A. acuminata como droga vegetal.

e Los compuestos marcadores identificados en los extractos hexanico,
metandlico y cloroférmico a través de una CCF coincidieron con cuatro
referencias trabajadas, estando presente en cantidades significativas: lup-
20(29)-en-3,28-diol, B-sitosterol, 20(29)-lupen-3p-ol y 14-taraxeren-3-ona

e La cuantificacién de fenoles totales por el método de Folin-Ciocalteu y
mediante la aplicacion de la formula farmacopéica propuesta permitid
comprobar que ambos métodos son factibles para la determinacion de la
concentracion de fenoles totales en la planta.

e El extracto metandlico de la corteza de A. acuminata presentd gran
actividad antioxidante.

¢ El método analitico para la extracciéon de compuestos volatiles de la corteza
de A. acuminata y de la raiz medicinal Heliopsis longipes utilizando la
técnica de microextraccion en fase sélida (HS-SPME) es adecuado para la

identificacion de compuestos volatiles en ambas drogas vegetales.
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10. PERSPECTIVAS

Realizar la cuantificacion de los compuestos marcadores identificados en
los extractos hexanico, cloroférmico y metandlico, considerados como
estandares por medio de Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia (CLAE),
asi como la validacién de esta cuantificacion.

Validar el método desarrollado para la cuantificacion de fenoles totales por
medio de la formula farmacopeica propuesta, esto para que pueda ser
integrada en la monografia correspondiente a la corteza de A. acuminata
como prueba de control de calidad con los datos que hasta el momento se
tienen (pruebas de identidad, pureza, composicién y actividad biolégica).
Comprobar la capacidad antioxidante de la raiz medicinal H. longipes con el

fin de ampliar el conocimiento en la farmacologia de esta planta natural.
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ANEXOS

‘k

ANEXO I.

Absorbancias obtenidas de las curvas de calibracion realizadas con acido galico a

diferentes concentraciones (ver Grafico 1, 2y 3)

Tabla 19. Resultados de la primera curva de calibracion de acido galico.

Conc. acido Abs Abs Abs Abs
galico (A =700 nm) (A =700 nm) (A =700 nm) (A =700 nm)
[ng/mL] Réplica | Réplica ll Réplica lll Réplica lllI

0 0.053 0.059 0.051 0.045
1.33 0.046 0.073 0.06 0.063
6.64 0.059 0.096 0.07 0.047
16.59 0.088 0.13 0.13 0.095

41.47 0.16 0.201 0.189 0.196
69.12 0.391 0.324 0.297 0.26
115.2 0.431 0.443 0.44 0.496
192 0.553 0.854 0.853 0.814
320 1.645 1.522 1.665 1.482
400 1.084 1.71 0.693 1.502
500 1.35 2.025 2.258 2.409

Tabla 20. Resultados de la segunda curva de calibracion de &cido galico.

Conc. acido Abs Abs Abs Abs
galico (A =700 nm) (A =700 nm) (A =700 nm) (A =700 nm)
[ng/mL] Réplica | Réplica ll Réplica lll Réplica llll

0 0.053 0.059 0.051 0.045
2.65 0.056 0.047 0.05 0.07
13.27 0.147 0.118 0.144 0.093
33.18 0.142 0.18 0.181 0.166
55.30 0.308 0.284 0.254 0.279
92.16 0.337 0.382 0.422 0.446
115.2 0.635 0.637 0.601 0.607

144 0.361 0.295 0.331 0.631
180 1.074 1.062 0.986 1.059
300 1.211 1.29 1.123 0.7

500 2.601 2.473 2.467 2.043

Tabla 21. Resultados de la tercera curva de calibraciéon de acido galico.

Conc. acido Abs Abs Abs Abs
galico (A =700 nm) (A =700 nm) (A =700 nm) (A =700 nm)
[ng/mL] Réplical Réplica ll Réplica lll Réplica Il

0 0.051 0.045 0.046 0.045
3.54 0.064 0.057 0.063 0.059
17.69 0.101 0.124 0.116 0.132
44.24 0.176 0.218 0.256 0.268
73.73 0.227 0.302 0.288 0.355

122.88 0.488 0.464 0.672 0.622
153.6 0.435 0.629 0.671 0.801
192 0.475 0.766 0.81 0.975
240 0.727 0.941 0.919 1.135
400 1.279 1.494 1.815 1.823
500 1.96 2.243 2.315 2.47
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ANEXO Il

ANEXO Il (a)

Analisis de varianza de las diferentes curvas de calibraciéon

ANEXOS

De la primera curva de calibracién, y conjuntando todos los datos de

absorbancia de las 4 réplicas, se obtuvo la siguiente grafica con la ecuacién lineal

corregida (por prondstico de las ordenadas) y el correspondiente grafico de

residuales:
Curva de calibracién acido gélico Grafico de los residuales
3 con regresion ajustada Curva de calibracién acido galico
0.6 -
—_ 25 + Valoresde * 0.4 4 * ¢
L] absorbancias * t *
3 2+ 0.2 .
2 b 4 $
= w ] ‘ & r 3 T T T T 1
g 15 S ve 13? 200 300 . 500 600
_g = 02 *
o

s 19 & 04 .

05 4 0.6 o *

y =0.0038x + 0.0504
0.8 o
0 : : : : : : *
° 0 20 . 3‘3? 0 0 &0 Conc. Ac. Galico [pug/mL]
Conc. Ac. Galico (ug/mL)
(@ (b)

Grafico 1y 2. Representacion grafica de la primera curva de calibraciéon de acido galico

ajustada (a); grafico de residuales (b)

Del analisis de ecuacion lineal, se obtuvo lo siguiente:

Tabla 22 y 23. Estadisticas de la regresion ajustada de la primera curva de calibracion

Coeficiente de correlacion multiple  0.94467907

Coeficiente de determinacién R*2 0.89241854

R”2 ajustado 0.88985708

Error tipico 0.22898749
Observaciones 44

Coeficientes  Errortipico  Estadisticot  Probabilidad  Inferior 95%  Superior 95% Inferior 95.0%  Superior 95.0%
Intercepcion 0.05041074 0.04618166 1.09157479 0.28124249 -0.04278763 0.14360911 -0.04278763 0.14360911
Variable X 1 0.00378892 0.00020299 18.6655256 5.9945E-22 0.00337927 0.00419857 0.00337927 0.00419857
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Una vez realizado el andlisis de varianza de todos los valores de absorbancias y

concentraciones de acido galico, se obtuvo lo siguiente:

Tabla 24. Andlisis de varianza de los datos de absorbancia y concentracion de acido

galico conocidas

Grados de libertad  Suma de cuadrados  Promedio de los cuadrados F Valor critico de F
Regresion 1 18.2685447 18.2685447 348.401847 5.9945E-22
Residuos 42 2.20228131 0.05243527
Total 43 20.470826

De la segunda curva de calibraciéon, y conjuntando todos los datos de
absorbancia de las 4 réplicas, se obtuvo la siguiente grafica con la ecuacién lineal
corregida (por prondstico de las ordenadas) y el correspondiente grafico de

residuales:
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100 200 300 400 500 600
Cone. Ac. Gilico [pg/mL]
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: .
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$
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Grafico 3 y 4. Representacion grafica de la segunda curva de calibracion de acido galico
ajustada (a); grafico de residuales (b)

Del analisis de ecuacion lineal, se obtuvo lo siguiente:

Tabla 25 y 26. Estadisticas de la regresion ajustada de la segunda curva de calibracion

Coeficiente de correlacién multiple 0.964687
Coeficiente de determinacién R*2 0.930621
RA2 ajustado 0.92896912
Error tipico 0.18136151
Observaciones 44
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Coeficientes  Errortipico  Estadisticot  Probabilidad  Inferior 95%  Superior 95%  Inferior 95.0%  Superior 95.0%

Intercepcion 0.0174343 0.03676676 0.47418631 0.63782312 -0.05676404 0.09163263 -0.05676404 0.09163263

Variable X 1 0.00447009 0.00018833 23.7354277 5.8668E-26 0.00409003 0.00485016 0.00409003 0.00485016

Una vez realizado el analisis de varianza de todos los valores de absorbancias y

concentraciones de acido galico, se obtuvo lo siguiente:

Tabla 27. Analisis de varianza de los datos de absorbancia y concentracion de acido

galico conocidas

Grados de libertad  Suma de cuadrados  Promedio de los cuadrados F Valor critico de F
Regresion 1 18.5303825 18.5303825 563.370529 5.8668E-26
Residuos 42 1.38146393 0.032892
Total 43 19.9118464

De la tercera curva de calibracién, y conjuntando todos los datos de
absorbancia de las 4 réplicas, se obtuvo la siguiente grafica con la ecuacién lineal

corregida (por pronédstico de las ordenadas) y el correspondiente grafico de

residuales:
Curva de calibracién dcido gélico Cuwir::i::I?:rl:::si;:s:;a:jélicu
con regresion ajustada
04
3 +
03
25 4 # Valores de
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EA 01 * *
3 8 o9 t. 3
g 15 g o et ; Y T T T !
i =2 100 + Joo 300 400 500 600
4 & -0t . &
g 7 0.2 *
= i *
05 - ¥ =0.0042x +0.0229 03
o T T T T T 1 0.4 +*
0 100 200 300 400 500 800 0

conc. Ac. Galico [ug/mL] Cone. Ac. Gélico [pg/mL]

@ (b)

Grafico 5y 6. Representacion grafica de la tercera curva de calibracién de acido galico
ajustada (a); grafico de residuales (b)

Del analisis de ecuacion lineal, se obtuvo lo siguiente:
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Tabla 28 y 29. Estadisticas de la regresién ajustada de la tercera curva de calibracion

Estadisticas de laregresion

Coeficiente de correlacién multiple  0.98649378

Coeficiente de determinacion R*2 0.97316998

R”2 ajustado 0.97253117
Error tipico 0.11228067
Observaciones 44
Coeficientes Error tipico Estadistico t Probabilidad Inferior 95% Superior 95% Inferior 95.0% Superior 95.0%
Intercepcion 0.02287862 0.02403597 0.95184923 0.34661936 -0.02562793 0.07138517 -0.02562793 0.07138517
Variable X 1 0.00419218 0.00010741 39.0308942 1.2428E-34 0.00397543 0.00440894 0.00397543 0.00440894

Una vez realizado el analisis de varianza de todos los valores de absorbancias y

las concentraciones de acido galico, se obtuvo lo siguiente:

Tabla 30. Analisis de varianza de los datos de absorbancia y concentracion de acido

galico conocidas

Grados de libertad  Suma de cuadrados  Promedio de los cuadrados F Valor critico de F
Regresion 1 19.2055609 19.2055609 1523.4107 1.2428E-34
Residuos 42 0.52949186 0.01260695
Total 43 19.7350528
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ANEXO Il (b)

De los datos eliminados de la tercera curva de calibracién, y conjuntando
todos los datos de absorbancia de las 4 réplicas, se obtuvo la siguiente grafica con
la ecuacion lineal corregida (por pronostico de las ordenadas) y el correspondiente

grafico de residuales:

Curva de calibracion acido galico Gréfico de los residuales
Curva de calibracién acido galico

con regresion ajustada 01
0.08 *
12 # Valores de 0.06 -
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E 0.04 . .
£ . *
< os g 002 z * z +
S ¢ 2 omt & . . @ . .
g °° & ’ 50 100 150 200 250 300
2 002 +
o 04
& 0.04 . i + z
< 02 y = 0.0038x + 0.0538 0.06 -
0% : : : : : ‘ 008 *
0 50 100 150 200 250 300 01 4
Conc. Ac. Gélico [mg/mL] Conc. Ac. Galico [pg/mL]
@) (b)

Gréfico 7 y 8. Representacion grafica de la curva de calibracién de acido galico ajustada
(a); gréfico de residuales (b)

Del analisis de ecuacion lineal, se obtuvo lo siguiente:

Tabla 31 y 32. Estadisticas de la regresién ajustada de la tercera curva de calibracion

Estadisticas de laregresion

Coeficiente de correlacion multiple  0.99358043

Coeficiente de determinacion R*2 0.98720207

R”2 ajustado 0.98682566
Error tipico 0.03692314
Observaciones 36

Coeficientes Error tipico Estadistico t Probabilidad Inferior 95% Superior 95% Inferior 95.0% Superior 95.0%

Intercepcion 0.05383143 0.00934921 5.75786017 1.777E-06 0.03483155 0.07283131 0.03483155 0.07283131

Variable X 1 0.00382694 7.4727E-05 51.2120988 9.0579E-34 0.00367508 0.00397881 0.00367508 0.00397881

Una vez realizado el analisis de varianza de todos los valores de absorbancias y

las concentraciones de acido galico, se obtuvo lo siguiente:
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Tabla 33. Analisis de varianza de los datos de absorbancia y concentracion de acido

galico conocidas

Grados de libertad  Suma de cuadrados  Promedio de los cuadrados F Valor critico de F
Regresion 1 3.5755464 3.5755464 2622.67906 9.0579E-34
Residuos 34 0.04635282 0.00136332
Total 35 3.62189922
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ANEXOS

ANEXO llI
Analisis de varianza de las diferentes curvas de calibracion realizadas para las

pruebas antioxidantes

ANEXO Il (a)

Analisis de varianza de las curvas de calibracion del ensayo DPPH (Trolox):

Conjuntando los datos de absorbancia de las 3 réplicas de la curva de
calibracion con Trolox en el ensayo de DPPH, se obtuvo la siguiente grafica con la
ecuacion lineal corregida (por pronéstico de las ordenadas) y el correspondiente

grafico de residuales:

Curva de calibracién Trolox- DPPH con regresion ajustada Gréficode los residuales
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Grafico 9 y 10. Representacion grafica de la curva de calibracion de Trolox (a); grafico de
residuales (b) para el ensayo de DPPH.

Del analisis de ecuacion lineal, se obtuvo lo siguiente:

Tabla 34 y 35. Estadisticas de la regresién ajustada de la tercera curva de calibracion

Estadisticas de laregresion

Coeficiente de correlacion multiple  0.99126078

Coeficiente de determinacion R*2 0.98259794

RA2 ajustado 0.98221963
Error tipico 0.01374076
Observaciones 48
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Coeficientes Error tipico Estadistico t Probabilidad Inferior 95%  Superior 95% Inferior 95.0%  Superior 95.0%
Intercepcion 0.38856741 0.00337268 115.210324 2.8131E-58 0.38177856 0.39535626 0.38177856 0.39535626
Variable X 1 -0.00093725 1.839E-05 -50.9643457 4.0334E-42 -0.00097427 -0.00090023 -0.00097427 -0.00090023

Una vez realizado el analisis de varianza de todos los valores de absorbancias y

las concentraciones de Trolox, se obtuvo lo siguiente:

Tabla 36. Analisis de varianza de los datos de absorbancia y concentracion de Trolox

conocidas
Grados de libertad  Suma de cuadrados  Promedio de los cuadrados F Valor critico de F
Regresion 1 0.49040472 0.49040472 2597.36454 4.0334E-42
Residuos 46 0.00868519 0.00018881
Total 47 0.49908992
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ANEXOS

ANEXO il (b)

Analisis de varianza de las curvas de calibracion del ensayo ABTS (Trolox):

Conjuntando los datos de absorbancia de las 3 réplicas de la curva de
calibracion con Trolox en el ensayo de ABTS, se obtuvo la siguiente grafica con la
ecuacion lineal corregida (por prondstico de las ordenadas) y el correspondiente

grafico de residuales:

Grafico de los residuales
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Grafico 11y 12. Representacion grafica de la curva de calibracién de Trolox (a); gréafico
de residuales (b) para el ensayo del ABTS

Del analisis de ecuacion lineal, se obtuvo lo siguiente:

Tabla 37 y 38. Estadisticas de la regresion ajustada de la tercera curva de calibracién

Estadisticas de laregresion

Coeficiente de correlacion multiple  0.99819215
Coeficiente de determinacién R*2 0.99638757

R”2 ajustado 0.99631532
Error tipico 0.01056441
Observaciones 52

Coeficientes Error tipico Estadistico t Probabilidad Inferior 95% Superior 95% Inferior 95.0% Superior 95.0%

Intercepcion 0.63386611 0.00219908 288.241326 3.3909E-82 0.62944912 0.63828309 0.62944912 0.63828309
Variable X 1 -0.00118102 1.0057E-05 -117.435465 9.9091E-63 -0.00120122 -0.00116082 -0.00120122 -0.00116082

Una vez realizado el andlisis de varianza de todos los valores de absorbancias y

las concentraciones de Trolox, se obtuvo lo siguiente:
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Tabla 39. Analisis de varianza de los datos de absorbancia y concentracion de Trolox

conocidas
Grados de libertad  Sumade cuadrados  Promedio de los cuadrados F Valor critico de F
Regresion 1 1.5391779 1.5391779 13791.0884 9.9091E-63
Residuos 50 0.00558034 0.00011161
Total 51 1.54475823
ANEXO Il (c)

Andlisis de varianza de las curvas de calibracion del ensayo FRAP (Acido

Ascorbico y Trolox):

Acido ascorbico

Conjuntando los datos de absorbancia de las 3 réplicas de ambas curvas de
calibracion con acido ascérbico en el ensayo de FRAP, se obtuvieron las
siguientes graficas con sus correspondientes ecuaciones lineales corregidas (por

prondstico de las ordenadas) y el correspondiente grafico de residuales:

Curva de calibracién dcido ascorbico-FRAP con Gréfico de residuales
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Gréfico 13 y 14. Representacion grafica de la curva de calibracién de acido ascoérbico (a);
grafico de residuales (b) para el ensayo de FRAP.
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ANEXOS

Del analisis de ecuacion lineal, se obtuvo lo siguiente:

Tabla 40 y 41. Estadisticas de la regresion ajustada de la curva de calibracion de acido
ascorbico ajustada

Estadisticas de laregresion

Coeficiente de correlacion multiple
Coeficiente de determinacién R*2
R”2 ajustado
Error tipico

Observaciones

0,99777648
0,9955579
0,99544101
0,02178878
40

Coeficientes Error tipico Estadistico t Probabilidad Inferior 95% Superior 95% Inferior 95.0% Superior 95.0%
Intercepcion 0,05781818 0,00442945 13,0531203 1,2823E-15 0,04885122 0,06678514 0,04885122 0,06678514
Variable X 1 0,00102773 1,1136E-05 92,2849818 2,5959E-46 0,00100518 0,00105027 0,00100518 0,00105027

Una vez realizado el analisis de varianza de todos los valores de absorbancias y

las concentraciones de acido ascoérbico, se obtuvo lo siguiente:

Tabla 42. Andlisis de varianza de los datos de absorbancia y concentracion de acido

ascorbico conocidas

Grados de libertad  Suma de cuadrados  Promedio de los cuadrados F Valor critico de F
Regresion 1 4,04322297 4,04322297 8516,51787 2,5959E-46
Residuos 38 0,01804053 0,00047475
Total 39 4,0612635
Trolox

Conjuntando los datos de absorbancia de las 3 réplicas de ambas curvas de
calibracion con Trolox en el ensayo de FRAP, se obtuvieron las siguientes graficas
con sus correspondientes ecuaciones lineales corregidas (por prondstico de las

ordenadas) y el correspondiente grafico de residuales:
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Grafico 15y 16. Representacion grafica de la curva de calibracién de Trolox (a); grafico
de residuales (b) para el ensayo de FRAP.

Del analisis de ecuacion lineal, se obtuvo lo siguiente:

Tabla 43 y 44. Estadisticas de la regresién ajustada de la curva de calibracién de Trolox
ajustada

Estadisticas de laregresion

Coeficiente de correlacion multiple 0,9972284

Coeficiente de determinacién R*2 0,99446448

R”2 ajustado 0,99429674

Error tipico 0,02887526
Observaciones 35

Coeficientes Error tipico Estadistico t Probabilidad Inferior 95% Superior 95% Inferior 95.0% Superior 95.0%
Intercepcion 0,05610396 0,00653292 8,58788588 6,3327E-10 0,04281264 0,06939528 0,04281264 0,06939528
Variable X 1 0,00195039 2,5331E-05 76,996767 7,9917E-39 0,00189886 0,00200193 0,00189886 0,00200193

Una vez realizado el anélisis de varianza de todos los valores de absorbancias y

las concentraciones de acido ascérbico, se obtuvo lo siguiente:
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Tabla 45. Analisis de varianza de los datos de absorbancia y concentracion de Trolox
conocidas
Grados de libertad Suma de cuadrados Promedio de los cuadrados F Valor critico de F
Regresion 1 4,94307192 4,94307192 5928,50212 7,9917E-39
Residuos 33 0,02751477 0,00083378
Total 34 4,97058669
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