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“En el principio cre6 Dios los cielos y la tierra. Y la tierra estaba
desordenada y vacia, y las tinieblas estaban sobre la faz del abismo, y

el Espiritu de Dios se movia sobre la faz de las aguas.

Y dijo Dios: Sea la luz; y fue la luz” (Génesis 1:1-3 Version Reina

Valera, 1960).
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Debido a que las enfermedades hepéticas (a excepcion de las viricas) se encuentran entre las
principales diez causas de muerte en México y en el mundo, y ya que no hay un tratamiento
definitivo que las cure en su totalidad, es de vital importancia la busqueda 'de nuevas
alternativas de tratamiento como las que provee la medicina herbolaria. Se ha reportado que
diferentes plantas pertenecientes a la familia Asteraceae presentan actividad
hepatoprotectora, y que esta se relaciona con la actividad antioxidante, una de ellas es la
Centaurea americana; se ha reportado que su extracto metandlico presenté una actividad
antioxidante y hepatoprotectora muy importante. Por esta razén, este proyecto tiene como
objetivo aislar el o los compuestos con potencial actividad hepatoprotectora a partir del
extracto metandlico de la flor de Centaurea americana.

Contribuciones y Conclusiones:

Se aislaron tres flavonoides y un glucésido lignano a partir de Centaurea americana, mediante
fraccionamiento biodirigido guiado por la técnica de revelado con DPPH; de los cuatro
compuestos solo el glucdsido lignano ha sido previamente reportado en la planta. Los tres
flavonoides presentaron buena actividad antioxidante, a diferencia del glucésido lignano.
Finalmente, los cuatro compuestos presentaron actividad hepatoprotectora; sin embargo dos
de los flavonoides resultaron ser toxicos.
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CAPITULO |

1 INTRODUCCION

El higado es un 6rgano vital en el organismo, representa aproximadamente el
2% del peso corporal total de un adulto promedio por lo que es el érgano
interno mas voluminoso del cuerpo humano. Cumple diversas funciones como
filtracion y almacenamiento de sangre, formacion de bilis, depdsito de
vitaminas y de hierro, metabolismo de carbohidratos, proteinas, lipidos,
hormonas y xenobioticos asi como la sintesis de los factores de la coagulacion
(Guyton & Hall, 2016). Aunque el higado posee una buena capacidad
regeneradora ésta puede ser alterada lo que conduce a insuficiencia hepatica
en diversas hepatopatias.

La fibrosis hepatica es una consecuencia comun de diversas causas de dafio
cronico hepatico, el desarrollo de la fibrogénesis a su vez precede el progreso
de cirrosis, la cual puede ser compensada o descompensada, asi como
también puede convertirse en hepatocarcinoma, donde la Ultima opcion de
curacion es el trasplante (a excepcion de la cirrosis descompasada), esto bajo
ciertas consideraciones. Sin embargo, si este proceso cirrético no es detenido
puede llegar a causar la muerte (Figura 1). (Kumar, Abbas, & Aster, 2013;

Marcellin & Kutala, 2018).
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Estrés

ROS™ 1 oxidativo

Hepatocarcinoma

Figura 1. Factores que provocan generacion de especies reactivas de
oxigeno (ROS, por sus siglas en inglés; lado izquierdo) y progresion de una

enfermedad hepatica (lado derecho).

1.1 Enfermedades hepaticas

1.1.1 Perspectiva mundial de las enfermedades hepaticas.
Existe una alta prevalencia a nivel mundial con respecto a las enfermedades
cronicas del higado, entre ellas se encuentran las inducidas por alcohol y las
metabdlicas emergentes como la esteatohepatitis no alcohodlica (EHNA) y
enfermedad de higado graso no alcohdlico (EHGNA) que tienen una
prevalencia del 8.5%, 3- 5% y 25% respectivamente (Marcellin & Kutala, 2018);
Por esta razon las enfermedades hepéticas son un problema relevante a nivel
internacional. En 2016 la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), ubicé a la
cirrosis y al hepatocarcinoma dentro de las diez fas—principales causas de
muerte en los paises con ingreso per capita mediano bajo y mediano alto,

respectivamente (OMS, 2018).
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1.1.2 Perspectiva de las enfermedades hepaticas en México.
De acuerdo con los reportes del Instituto Nacional de Estadistica y Geografia
las enfermedades de higado son la cuarta causa de muerte en México. Por lo
qgue es una problematica a nivel nacional y tratarlas es de vital importancia

(INEGI, 2016).

1.2 Patogénesis de las enfermedades hepéticas

Los radicales libres se producen durante el metabolismo hepatico, asi como
en reacciones anormales estimuladas por diversas enfermedades vy
xenobidticos. Estos radicales son atomos o moléculas que contienen
electrones desapareados (comunmente inestables y de alta reactividad) como
oxigeno y nitrégeno. Las especies de radicales libres para estos atomos se
denominan especies reactivas de oxigeno (ROS, “Reactive oxygen species”
por sus siglas en inglés) y especies reactivas de nitrégeno (RNS, “Reactive
nitrogen species” por sus siglas en inglés). Particularmente las ROS son
capaces de ocasionar dafios sobre los tejidos, o que se denomina “estrés
oxidativo”, esto es un desequilibrio entre los oxidantes y antioxidantes del
organismo. Cuando existe un exceso de oxidantes, el estrés oxidativo es
capaz de modificar rutas de control de funciones biolégicas normales que
pueden ocasionar disfuncién mitocondrial, aductos en proteinas, peroxidacién
lipidica, dafio a nivel de ADN, entre otros. (Li y cols., 2015; Kehrer & Klotz,

2015).
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El higado, es uno de los 6rganos mayormente atacado por las ROS y las
células hepaticas que se encuentran mas expuestas a este dafio son las de
Kupffer, las estrelladas y las endoteliales. En este punto el estrés oxidativo es
el resultado de la iniciacion y progresion de varias enfermedades hepaticas
como la esteatohepatitis alcohdlica y no alcohdlica. En la figura 2 se muestran
los factores exdgenos y enddgenos que pueden provocar estrés oxidativo

(Kehrer & Klotz, 2015).

Alcohol Toxinas
Farmacos Virus
Drogas Luz UV

Factores
exogenos

=

& 0, OH® - Disfuncion mitocondrial

@ —— g s

p  pois Peroxidacioén lipidica

Dario nivel ADN
Factores| Obesidad -

endogenos| Resistenciaa insulina

S

Figura 2. Representacion de la induccion del estrés oxidativo por factores
exogenos y enddgenos. 03 superdxido, HO® radical hidroperoxilo, HO;

radical hidroxilo.

1.3 Tratamiento actual de las hepatopatias

El tratamiento de una enfermedad hepatica dependera del diagnostico clinico.
Existen muchos medicamentos para tratarlas, sin embargo no hay un

tratamiento definitivo que las cure en su totalidad. A excepcion de la hepatitis
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C donde se han reportado algunos medicamentos que curan mas del 95% de
los casos; o la hepatitis B que cuenta con una vacuna como prevencion
primaria (IMSS, 2008, 2010, 2013, 2014). Por otra parte, algunos de los
medicamentos presentan desventajas ya que pueden llegar a perder su
actividad farmacologica debido a que el organismo puede desarrollar
resistencia, esto en el caso de las enfermedades hepaticas viricas. También
con el uso de dosis elevadas o terapias prolongadas se pueden presentar
efectos colaterales o cambios cosméticos en el cuerpo (Mufioz, 2007). Por lo
anterior es de suma importancia la busqueda de nuevas alternativas

terapéuticas.

1.4 Medicina herbolaria

El uso tradicional de las plantas es una alternativa para el tratamiento de
diversas enfermedades, ademas que son accesibles y econémicas. En la
actualidad la medicina tradicional ya no es exclusiva de las sociedades rurales,
sino que es aceptada ampliamente por las sociedades urbanas. La OMS
(2013) reporta que alrededor del 80% de la poblacion mundial ha recurrido a
la medicina tradicional. En algunos paises la medicina tradicional es la
principal practica de atencion a la salud por su accesibilidad econdmica y su
influencia cultural e historica. Las plantas han sido una fuente muy importante
de moléculas con mdltiples actividades biologicas; ejemplo de ello la atropina,

codeina, dioxina, morfina, quinina, entre otros. (Hosseinzadeh y cols., 2015).
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En México la Ley General de Salud reconocié los medicamentos herbolarios
en 1997 y establecid su definicion, registro, elaboracién, envasado, publicidad
y venta, por medio del Reglamento de Insumos para la Salud (De Cossio,
2009). La Biblioteca Digital de la Medicina Tradicional Mexicana (2009) cuenta
con un inventario de plantas medicinales de México el cual contiene datos
como las caracteristicas vegetales, formas de uso, propiedades terapéuticas,
recoleccion y comercio de muchas plantas medicinales.
De manera general para remarcar la importancia del uso de las plantas para
el desarrollo de medicamentos, alrededor del 75% de los farmacos aprobados
por la FDA (Food Drug Administration) provienen de manera directa o indirecta
de fuentes naturales (Newman & Cragg, 2016).

1.1.3 Plantas medicinales en el tratamiento de las enfermedades

hepéticas

Existen diversos reportes de plantas con efecto hepatoprotector, como lo son;
Andrographis paniculata y Swertia chirayita, las cuales actian como
antagonistas de la hepatotoxicidad inducida por paracetamol (Nagalekshmi,
Menony cols., 2011); Flacourtia montana que es capaz de prevenir el proceso
de dafio hepatocelular por su actividad anti-inflamatoria y antioxidante (Joshy
y cols., 2016). También se ha demostrado que plantas del género Opuntia
tienen actividad antioxidante en patologias crénicas, reduciendo
significativamente el estrés oxidativo. Ademas otras plantas como la
Azadirachta indica, Cassia roxburghii, Coccinia grandis, Foeniculum vulgare,
Indigofera  tinctoria, Prostechea michoacana, presentan actividad

hepatoprotectora (Jannu y cols., 2012).
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Figura 3. Fotografia de la planta Silybum marianum y las estructuras
principales del extracto de silimarina: a) Silicristina, b) Silibinina A, c)

Silibinina B, d) Silibinina y e) Silidianina.

Por otra parte, la silimarina es un extracto estandarizado y aislado de Silybum
marianum (figura 3), el cual tiene como principal componente activo a la
silibinina. Este extracto es utilizado para el tratamiento de varias enfermedades
hepaticas, debido a su propiedad de eliminacion de radicales libres y poder
antioxidante, lo que permite la regulacion de la permeabilidad y estabilizacién
de la membrana celular, estimulacion de la regeneracion hepatica, actividad
anti-fibrética, inmunomodulatorias, antivirales y anti-cancer (Freitag y cols.,
2015; Xiong & Guan, 2017). Por todo lo anterior, la silibinina es el estandar

preferido en las pruebas de hepatoproteccion in vitro.
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1.1.4 Plantas medicinales en el tratamiento de las enfermedades

hepaticas en México
En México las plantas medicinales son una alternativa para el desarrollo de
nuevos farmacos como opcion hepatoprotectora. Alrededor del 60% de la
poblacion trata diversas enfermedades con algun tipo de remedio obtenido de
plantas. Salazar y cols. (2008) evaluaron 15 extractos de plantas y
determinaron su citotoxicidad y la actividad inhibitoria de la enzima xantina
oxidasa (XO), un tipo de enzima oxigeno-dependiente que origina un radical
anion superoxido (O2) y/o perdxido de hidrégeno (H202) y urato. En este
trabajo se encontré que 13 de 15 extractos tuvieron un efecto inhibitorio en la
enzima XO; T. diffusa, J. mollis y C. foetidissima presentaron la mayor
actividad. Ademas, Torres y cols. (2014) describieron 13 plantas con actividad
hepatoprotectora investigadas previamente, entre ellas: Amole tuber,
Centaurea americana, Cochlospermum vitifolium, Heterotheca inuloides,
Hibiscus sabdariffa, Junglans mollis, Krameria ramosissima, Leucophyllum
frutescens, Prosthechea michuacana, Psidium guajava, Rosmarinus

officinalis, Turnera diffusa y Verbena carolina.

1.5 Modelos y agentes inductores del dafio hepético para la evaluacion

hepatoprotectora de productos naturales

La necesidad de clasificar compuestos con actividad hepatoprotectora en las
investigaciones ha hecho que se requieran ciertos modelos de dafio hepatico,

estos pueden ser in vitro, ex vivo o in vivo y se pueden utilizar para poder
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determinar si un compuesto es hepatoprotector con ayuda de un agente
inductor del dafio hepético (Delgado-Montemayor, y cols., 2015).

Los modelos in vitro para la evaluacion hepatoprotectora de productos
naturales son utilizados para poder establecer mecanismos de accion a nivel
celular y molecular, ademas tienen como ventaja el tiempo invertido y el uso
de pequefias cantidades de compuesto prueba a comparacion de las pruebas
in-vivo. Para la medicion del efecto hepatoprotector se pueden utilizar
hepatocitos frescos, cultivos primarios de hepatocitos y lineas celulares
inmortalizadas como las HepG2, Hep3B, Huh-7, entre otras (Ahmad &
Tabassum, 2012; Delgado-Montemayor y cols., 2015).

Existen varios agentes quimicos inductores del dafio hepatico tales como el
tetracloruro de carbono (CCls), acetaminofén, etanol, tiocetamida, etc. Los dos
primeros son mayormente utilizados para investigacion. Particularmente el
CCls es metabolizado por el citocromo P-450 en el reticulo endoplasmatico y
mitocondria produciendo triclorometil peroxil (CCIzO"), el cual es un radical libre
gue en los hepatocitos implica estimulacion de la peroxidacion lipidica. Por otro
lado, el acetaminofén a altas dosis es oxidado por el citocromo P-450 a N-
acetil-p-benzoquinona el cual es rapidamente unido a glutation provocando su
degradacion produciendo asi necrosis celular (Ahmad & Tabassum, 2012;
Delgado-Montemayor y cols., 2015). Torres Gonzalez y cols. (2017),
encontraron que el CCls es un mejor inductor de dafio hepatico a comparacion

del acetaminofén en la linea celular HepG2.
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1.6 Relacion de la actividad antioxidante y hepatoprotectora.

Los antioxidantes son capaces de eliminar los radicales libres. Estabilizan el
estrés oxidativo provocado por los ROS en la célula e inhiben la etapa de
iniciacion y propagacion, que lleva a una finalizacion de la reaccién y a un
retraso del proceso de oxidacion. Esta actividad se ha encontrado favorecida
mayormente con compuestos fendlicos y flavonoides (Smilin Bell Aseervatham
y cols., 2018).

Diversos estudios previos han demostrado la relacion que existe entre la
actividad antioxidante y hepatoprotectora (Al-Sayed, El-Lakkany, Seif el-Din,
Sabra, & Hammam, 2014; Al-Sayed & Esmat, 2016; Chandrasekaran y cols.,
2012; Hardenburg, Watada, & Wang, 1988; Huang y cols., 2018; Jothy, Aziz,
Chen, & Sasidharan, 2012; Wanjari y cols., 2016).

Por todo lo anterior, resulta importante la busqueda de fuentes antioxidantes
en plantas, que promuevan la salud como posibles agentes terapéuticos

hepatoprotectores.
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1.7 Centaurea americana

Figura 4. Fotografia de la

planta Centaurea americana.

Centaurea americana es una planta de la familia Asteraceae (de igual manera
que la Silybum marianum), comunmente conocida como “Jolly Joker” o flor de
canasta. Se distribuye en la region norte del continente americano,
comprendiendo los estados de Coahuila y Nuevo Ledn en México y Arizona,
Kansas, Lousiana, Missouri, Nuevo México, Oklahoma y Texas en E.U.A.
(Shoeb y cols., 2006). Se ha encontrado la presencia de lactanos
sesquiterpénicos en extractos de cloroformo (Ohno, Hirai, Yoshioka,
Dominguez, & Mabry, 1973) y glucésidos lignanos en extractos metandlicos

de la planta (Cooper, Laird, Nahar, & Sarker, 2001).

1.8 Antecedentes

Salazar R. y cols, (2008) determinaron por cromatografia en capa fina y

espectrometria UV-vis que el extracto metandlico de la flor de Centaurea
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americana presentaban efecto antioxidante a través de la captura del radical
libre 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH). Torres-Gonzalez y cols, (2011)
probaron el efecto hepatoprotector del extracto metandlico de la flor y la
mezcla tallo/hoja de Centaurea americana in vitro en la linea celular Huh7.
Midieron los niveles de AST y MDA, asi como la actividad antioxidante por
medio del método de reduccion del DPPH y demostraron que el extracto
metanalico de la flor resulté tener mayor actividad antioxidante que el extracto
de la mezcla tallo/hoja. Ademas, ambos extractos redujeron los niveles de AST
en el modelo de dafio inducido con CCls en células Huh7. Asi también el
tratamiento previo con ambos extractos resultd en la prevencion de la
peroxidacion lipidica, por la disminucién del incremento de los niveles de MDA.
Posteriormente en la tesis doctoral realizada por Torres-Gonzalez (2017) en la
Universidad Autonoma de Nuevo Leon, se evaluo la actividad
hepatoprotectora y la citotoxicidad del extracto metandlico de la planta
Centaura americana en la linea celular HepG2. Para determinar su toxicidad
se comparé el extracto a concentraciones de 10, 100 y 1000 pg/mL contra la
Silibinina y un control conformado por PBS (Buffer de fosfatos salino) con
DMSO. Estos se expusieron a las células durante 1y 12 horas y se determino
la viabilidad, LDH, AST, ALT, antioxidantes, SOD, GSH y MDA. A las 12 horas
de la exposicion no se encontraron diferencias significativas entre las
determinaciones, sin embargo a 1 hora de exposicion se presentaron
diferencias significativas. No obstante, se encontr6 una vialidad >60%, niveles
de AST<50 UI/L, ALT<30 UI/L, antioxidantes totales >2mM, y niveles de MDA,

SOD, GSH similares al control, por lo que concluyé que el extracto de C.
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americana no era citotoxico. Ademas, se evalué la actividad hepatoprotectora
del extracto metandlico de C. americana en la linea celular HepG2. Se realizo
un pretratamiento con silibinina y el extracto a tres diferentes concentraciones
(10, 100 y 1000 pg/mL), para la posterior induccion de dafio con CCls 40 mM
por 1h 30 min., lo cual result6é en la reduccién de la elevacion de la AST, asi
como la reduccién de LDH, ademas previno la peroxidacion. Asi también, se
hizo una evaluacion cualitativa de la actividad antioxidante del extracto
metandlico de C. americana donde se utilizo DPPH como revelador, lo cual
evidencio la presencia de compuestos antioxidantes. También se realizé la
medicion cuantitativa de la actividad antioxidante del extracto metanolico de C.
americana por medio del porcentaje de reduccion del DPPH, encontrandose

un valor de CEso de 17.05 + 0.32 pg/ mL.
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1.9 Justificacion

Con base a los reportes previos de actividad antioxidante y hepatoprotectora
de Centaurea americana, es de importancia llevar a cabo un aislamiento para
obtener y caracterizar el o los compuestos responsables de la potencial

actividad hepatoprotectora.

Pagina 14 de 99



1.10 Objetivo General.
Aislar y caracterizar el o los compuestos con potencial actividad
hepatoprotectora a partir del extracto metandlico de la flor de Centaurea

americana.

1.10.1 Objetivos especificos
1. Obtener los extractos crudo y diferenciales de la flor de C. americanay
evaluar su actividad hepatoprotectora y antioxidante.
2. Aislar el o los compuestos con mayor actividad hepatoprotectora a partir
del o los extractos mas activos.
3. Caracterizar estructuralmente el o los compuestos aislados y evaluar su

actividad biologica.
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2 MATERIAL Y METODOS

2.1 Material
o Botella de cultivo celular con ventilacién de 75 cm?.
e Camara de Neubauer
e Capilares de 10uL
e Columna de vidro para baja presion de 50 cm?.
e Cubas cromatograficas de 121x108x80 mm.
e Embudo de separaciéon de 1000 mL.
e Espatula
e Frascos de vidrio ambar
e Gradillas.
e Licuadora
e Matraces bola de 100 mL
e Matraces bola de 1000 mL
e Matraces bola de 500 mL.
e Matraces Erlenmeyer de 1000 mL
e Matraces Erlenmeyer de 250 mL
e Matraces Erlenmeyer de 500 mL
e Pipetas automaticas de 10, 200 y 1000 pL.
e Pipetas seroldgicas estériles 5 mL y 10 mL.
e Placas de silice 20 x 20 cm.
e Placas para cultivo celular de 24 y 96 pozos.
e Probetas de 25, 50, 250 mL.
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Puntillas para pipeta automéatica de volumen ajustable p200 y p1000.
Tubos de ensayo de 12 x 75 mm.

Tubos de ensayo de 13 x 100 mm.

Tubos de fondo coénico, estériles, graduados, de 15y 50 mL.

Tubos Eppendorf de 1.5 mL.

Vasos de precipitado de 100 mL.

Vasos de precipitado de 1000 mL.

Vasos de precipitado de 250 mL.

Vasos de precipitado de 50 mL.

Vasos de precipitado de 500 mL.

Reactivos
2,2-Difenil-1-Picrilhidrazilo (DPPH), Sigma-Aldrich Chemical Co.
Acetato de etilo, Fermont.
Acetona, Fermont.

Acido acético glacial, Fermont.
Acido Férmico, Fermont.
Advanced DMEM, Gibco.
Agua bidestilada.

Agua miliQ.

Alcohol Butilico, Fermont.
Alcohol Etilico, Fermont.

Amortiguador de fosfato salino, Sigma-Aldrich Chemical Co.
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Antibiotico glucosado, Sigma-Aldrich.

Azul de Tiazolil Tetrazolio Bromuro (MTT, por sus siglas en inglés),
Sigma-Aldrich Chemical Co.

Azul de tripano, Sigma-Aldrich Chemical Co.

Dimetil sulfoxido, Fermont.

Hexano, Fermont.

Metanol grado analitico, Fermont.

Nitrégeno, Praxair.

Quercetina, TCI America.

Silibinina, Sigma-Aldrich Chemical Co.

Silica gel 60 (0.040-0.063 mm), MERCK.

Silica gel 60 (0.063-0.200 mm), MERCK.

Suero Fetal Bovino, Gibco.

Tetracloruro de carbono, A.C.S. Reagent, Sigma-Aldrich Chemical Co.

Tripsina, Gibco.

Equipo
Agitador shaker, Heidoph, UNIMAX 1010.
Autoanalizador de bioquimica ILAB aries, Clinical Chemistry System.
Autosampler, Waters, 717 plus.
Balanza analitica, OHAUS PIONEER, PA214C.
Balanza granataria, OHAUS PIONEER, PA3102.
Bafio de ultrasonido, Branson, 25108-DTH.
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Binary HPLC pump, Waters, 1525.

Bomba de acuario, Elite, 802.

Bomba de vacio, Gast, 1HAB-25-M100X.
Bomba de vacio, Labconco, 117.

Bomba de vacio, Welch, 2025.

Bomba Smart line pump 100, Knauer, V5010.
Campana de extraccion, Lumister, CEE-120.

Campana de extraccion, Lumister, CEE-120.

Campana de seguridad biologica, prendo, CSB-120.

Centrifuga, Thermo IEC centra CL3R.

CO2 Incubator, MIDI 40, Thermo scientific.
Colector automatico de fracciones, Biorad, 2128.
Equipo de rotavapor, HEIDOLPH, Laborota 2.
Equipo de rotavapor, HEIDOLPH, Laborota 4000.
Esterilizador de material, Sterilmatic, Market Forge.
HPLC Waters 600.

Incubadora, Blue M., 100A.

Incubadora, Shell-lab, 1305-0O.

In-Line Degasser AF, Waters.

Inverstoscopio, Olympus, CKX41.

Lampara de UV, Spectroline, ENF-260C.

Lector de microplacas, Thermo scientific, 357.

Licuadora, Man, LMU-9090.
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e Microcentrifuga, International, LEC-micro-MB.

e Microscopio, EAGLE, CM240.

e Detector de arreglo de diodos, Waters, 2996.

e Pistola de desecacion, Degasa GmbH, O-6900.

e RMN marca Bruker modelo Avance DPX400 de 400MHz

e Vortex, VWR.Scientific Products, 58816121.

2.4 Material bioldgico

Se utiliz6 la linea celular de hepatocarcinoma humano HepG2.

2.5 Material vegetal

Se uso la flor de C. americana seca, colectada en mayo-junio del afio 2013 en
el Barral, Villar de Santiago, N.L. La planta fue autentificada por el Herbario
Institucional perteneciente a la Facultad de Ciencias Biolégicas de la

Universidad Autonoma de Nuevo Ledn con el siguiente codigo: UAN-17624.
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3 METODOLOGIA

3.1 Obtencién del extracto crudo.

Se partio de la flor seca de Centaurea americana, se molio en licuadora y se
pesaron 100 g. en matraces Erlenmeyer de un litro; se afadieron 750 mL
metanol de manera que la planta seca se encontrara embebida en él
disolvente, después se agitdé durante una hora a temperatura ambiente.
Posteriormente se filtrd y el filtrado obtenido se evapor6 a presion reducida

este procedimiento se llevo a cabo por triplicado.

3.2 Obtencidén de los extractos diferenciales.

Se pesaron 10 g de extracto crudo y se suspendieron en 50 mL de agua con
ayuda del equipo de sonicacion. Después se afiadi6 a un embudo de
separaciéon y se agregaron 35 mL de hexano; se agitd y se separo la fase
organica. Este procedimiento se hizo por triplicado y se repitié posteriormente
con acetato de etilo y butanol. Los extractos obtenidos se llevaron a

evaporacion a presion reducida y se almacenaron a 4°C en ambiente de No.

3.3 Evaluacién de la actividad antioxidante del extracto crudo y los

diferenciales de Centaurea americana.

Esto se llevo a cabo por medio del ensayo de reduccion del radical libre 2,2-

difenil-1-picril-hidrazilo (DPPH), el cual es un radical libre y-estable que no se
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dimeriza como otros radicales libres, debido a que el electrén desapareado
tiene la libertad de deslocalizarse en la molécula. Esta deslocalizacién produce
un color violeta oscuro en solucién con etanol que absorbe a 517 nm. Cuando
existe la presencia de un donador de hidrogeno, el DPPH se reduce y pierde

el color violeta (Nur Alam y cols., 2013).

02N O2N
©\N,N;©7N02 + HA — ©\N,N. NO2 + «A
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NO, .,@.1 NO,

Figura 5. Esquema de reduccién del radical DPPH.

Lo siguiente se llevd a cabo segun el procedimiento establecido por Granados-
Guzman y cols. (2017). Los extractos diferenciales, crudo y el control positivo
(quercetina) se disolvieron en etanol y a partir de estas soluciones se
realizaron diluciones seriadas en un intervalo de 250 a 1.95 ug/mL en una
placa de 96 pocillos a un volumen final de 100 uL. Posteriormente se afiadieron
100 pL de DPPH 280 uM para un volumen final de 200 pL. Por ultimo se
mantuvo a oscuridad por 15 minutos y transcurrido este tiempo se midio la
absorbancia a 540 nm, se utiliz6 como control positivo quercetina 260 pug/mL,
como blanco etanol sin DPPH 280 uM y como control negativo etanol con
DPPH 280 uM.

Para obtener la concentracion reductora media, primero se calculo el porciento
de reduccién de la siguiente manera:
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% Reduccis Absorbancia control negativo — absorbancia de la muestra 100
o Reduccion = - ; x
Absorbancia control negativo

Finalmente se grafico la concentracion en funcion del porciento de reduccion
de DPPH, con ayuda de la grafica se obtuvo la ecuacion de la recta y a partir

de esta la concentracion reductora media (CRso).

3.4 Cultivo celular.

La linea celular HepG2 se mantuvo en crecimiento en medio D-MEM Advance
(suplementado con suero fetal bovino 10% y 1% penicilina G 100 Ul/mL) a una
temperatura de 37°C con 5% CO:2 y una confluencia de 70 a 80 %.

3.4.1 Descongelamiento celular.
Se descongel6 un vial con células HepG2, y se propagd en frascos de 75 cm?,
conteniendo medio de cultivo D-MEM Advanced suplementado. Después se
colocé en la incubadora en condiciones estandar (37°C, 5% de COz). Al dia
siguiente se verificd su confluencia por medio de un invertoscopio y una vez
llegada una confluencia del 70- 80% se utilizaron para los ensayos. Las células
gue no se utilizaron para ensayos se siguieron propagando.

3.4.2 Propagacion y conteo celular.
Se tomo una botella con células de la incubadora y se le retiré el medio, se
enjuagd con 5 mL PBS 1x, después se afadi6 3 mL de tripsina para
posteriormente incubar a 37°C con 5% de CO2 por 8 min. Transcurrido el

tiempo se afladié 3 mL de medio y se llevo a centrifugacion 2.5 minutos a 2000
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rpm, finalmente se decanté el sobrenadante y el boton de células se suspendio
en 1 mL de medio.

3.4.2.1 Propagacion celular.
La suspension se fraccioné y cada fraccion se afiadié a frascos de 75 cm? con
10 mL de medio suplementado para después incubar a 37°C con 5% de COa.
Al dia siguiente se verificé su confluencia por medio de un invertoscopio y una
vez llegada una confluencia del 70- 80% se utilizaron para los ensayos. Las
células que no se utilizaron para ensayos se siguieron propagando.

3.4.2.2 Conteo celular.
Se realiz6 una solucion conformada de 20 pL de azul de tripano y 50 pL de
medio D-MEM suplementado en un vial de 250 pL, a esta solucion se le afiadié
10 pL de suspension de células y se mezcld con la micropipeta gentilmente y
se esperd un minuto para por ultimo tomar 10 pL de la mezcla y colocarlos en
la camara de Neubauer. Finalmente se realiz6 el conteo de las células no
tefiidas de azul (células vivas) en los cuadrantes 1, 2, 3 y 4 de la camara
Neubauer; este conteo se realizd por duplicado. Se promediaron los cuatro
cuadrantes para obtener el total de células por cuadrante. Para calcular el

namero de células por mililitro se aplico la siguiente ecuacion:

No. Células

7 = (Total de células/4)(Factor de dilucién)(10%)

Los calculos fueron realizados de acuerdo con el nimero de células requeridas

para cada ensayo.
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3.5 Determinacién de la citotoxicidad en células HepG2.

3.5.1 Determinacion del recuento 6ptimo de células.
Se utilizo la linea celular HepG2 en condiciones estandar con una confluencia
del 80-90%. EIl ensayo se realizd en placas de 96 pozos con el siguiente
namero de células por pozo: 2500, 5000, 10000, 20000, 40000, 60000, 80000
y 100000. Posteriormente se incubaron durante 24 horas, y transcurrido el
tiempo se retiré el medio y se afadié 100 uL MTT 0.5 mg/ mL durante tres
horas a 37°C con 5% de CO2. Se decanto el sobrenadante y se agregd 100 pL
DMSO, se esperé por 10 min y se midio la densidad optica a 540 y 620 nm.
Finalmente se eligié la cantidad de células que dieran una densidad Optica
alrededor de 0.75 - 1.25 como lo establece la ATTC (2011). También se analizd
de manera estadistica si habia diferencia significativa entre las medias
obtenidas, por lo que se realizé una prueba de ANOVA de un factor.
3.5.2 Evaluacion de la citotoxicidad del DMSO.

Se sembraron 60,000 células por pozo y se incubaron durante 24 horas,
transcurrido el tiempo se afiadié DMSO al 5, 4, 3,2, 1, 0.5,0.25y 0.125% y se
incubaron durante 24 horas, después se retir6 el medio y se afiadié 100 pL
MTT 0.5 mg/ mL durante tres horas a 37°C con 5% de CO2. Por ultimo se
decanto el sobrenadante y se agreg6é 100 L DMSO, se espero por 10 min y
se midié la densidad Optica a 540 y 620 nm. Finalmente se grafico
concentracion en funcion a la densidad Optica, se obtuvo la ecuacion de la

recta y se calculo la CCso.
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La densidad Optica obtenida en este ensayo fue directamente proporcional al
namero de células vivas. Se utilizaron como control de toxicidad doxorrubicina
8.8x102 % p/v y como control negativo medio de cultivo. Por Gltimo, se analizé
de manera estadistica si habia diferencia significativa entre las medias

obtenidas, por lo que se realizé una prueba de ANOVA de un factor.

3.6 Ensayo de hepatoproteccion en células HepG2.

Se realiz6 el ensayo con la linea celular HepG2 mediante el dafio inducido con
CCls con los extractos crudo y diferenciales segun el procedimiento
establecido en la tesis doctoral de Torres-Gonzalez (2017). Se utiliz6 como
marcador de dafio la enzima aspartato aminotransferasa (AST), como control
de hepatoproteccién positivo se utilizé silibinina 100 ug/mL en DMSO 0.125%,
como control negativo: medio de cultivo con DMSO 0.125% y como control de
dafio positivo: CClsa 40 mM en DMSO 0.125%.

Este ensayo se realiz6 en placas de 24 pozos donde se incubaron 800,000
células por pozo durante 12 horas. Transcurrido el tiempo se retird el medio y
se afadieron los extractos en las siguientes concentraciones: 10, 100, 1000
png/mL durante una hora a 37°C con 5% de CO2, después de este tiempo se
decanto el sobrenadante y se afiadio CCls 40 mM durante dos horas y media.
Finalmente se tomé el sobrenadante y se cuantificé en el equipo ILAB Aries,

Clinical Chemistry System.
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3.7 Aislamiento de compuestos mayoritarios con actividad antioxidante

a partir del extracto de acetato de etilo.

El aislamiento se realiz6 a partir del extracto con mayor actividad antioxidante
y hepatoprotectora. En general, el procedimiento a realizar fue el siguiente: se
pesaron 300 mg de extracto diferencial y se hicieron pasar por una columna a
baja presién con fase estacionaria octadecilsilano (C-18) con el sistema de
elucidon mostrado en la tabla 1. Se recolecté 1.5 mL/min por tubo, y las
fracciones obtenidas se concentraron y se analizaron por CCF (Cromatografia
en Capa Fina). Posteriormente se determind la actividad antioxidante
cualitativa rociando DPPH 2 mg/mL en la capa fina; como resultado se
observaron los compuestos con actividad antioxidante en color amarillo en un
fondo violeta.

En este primer aislamiento se obtuvieron siete fracciones (1-7). Las fracciones
gue presentaron compuestos mayoritarios y con actividad antioxidante frente
al DPPH fueron seleccionados para llevar a cabo el aislamiento biodirigido. A
continuacion se describe el aislamiento de compuestos a partir de éstas.

Tabla 1. Sistema de elucion para el extracto de acetato de etilo.

Tiempo (min) % Metanol % Agua
0 40 60
35 60 40
75 80 20
110 100 0

Flujo 1.5 mL/min
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3.5.1 Aislamiento de la fraccion 1.

Se hizo pasar la fraccion 1 por una columna C-18 con el sistema de elucion

mostrado en la tabla 2 y se recolect6 a 1.5 mL/min por tubo.

Tabla 2. Sistema de elucion para la fraccion 1.

Tiempo (min) % Metanol % Agua
0 30 70
35 40 60
75 45 55
110 50 50

Flujo 1.5 mL/min

La subfraccion 1.2 obtenida de la fraccion 1 se sembrd en una columna de

exclusion molecular con Sephadex LH-20 como fase estacionaria y metanol

como fase movil.

3.5.2 Aislamiento de la fraccion 3.

La fraccion 3 precipitd espontaneamente un solido amorfo color amarillo, el

cual fue lavado con agua varias veces.

3.5.3 Aislamiento de las fracciones 5,6y 7.

Para realizar el aislamiento de las fracciones 5, 6 y 7 se probaron las siguientes

fases moviles en una columna en silica gel con un volumen de 2.5 mL, para

seleccionar aquella con la que se lograba una mejor separacion de los

compuestos:

1) Hexano: acetato de etilo 2:8

2) Hexano: acetona 1:1
3) Acetato de etilo
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4) Acetato de etilo: acetona 8:2.
Se eluyé con cinco volumenes de columna.

3.5.3.1 Aislamiento de la fraccioén 6.

El aislamiento de la fraccion 6 se realiz6 por cromatografia en columna de
silica gel con fase movil de acetato de etilo: acetona (8:2). Posteriormente se
hizo una CCF y se eluy6 con tolueno: acetona 1:1 para reducir el factor de

retardo (RF) y observar si algun otro compuesto se encontraba presente.

3.8 Andlisis por HPLC-DAD de los compuestos aislados

Para el andlisis por HPLC-DAD se us6é una columna de fase inversa
Chromolith® Performance RP-18e (100 x 4.6 mm, monolitica) de Merck. Se
utilizé el sistema de elucion mostrado en la tabla 3, con un flujo de 0.3 ml/min,

volumen de inyeccién de 5 puL y la deteccion se llevo a cabo a 254 nm.
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Tabla 3. Sistema de elucion para el analisis por HPLC.

Tiempo % Metanol % Agua
0 20 80
40 60 40
50 100 0

3.9 Andlisis estructural de los compuestos aislados.

Se realizo la caracterizacidn estructural de los compuestos aislados por medio

de resonancia magnética nuclear. Se adquirieron los espectros de *HRMN,

BBCRMN, DEPT, COSY, NOESY, HMBC y HSQC. Para todos los analisis se

utiliz6 MeOD como disolvente.

3.10 Evaluacién de biologica de los compuestos aislados.

Se determiné la actividad antioxidante como se menciona en el punto 1.3, la

actividad hepatoprotectora como en el punto 1.6 y se evalud su citotoxicidad

como se menciona en el punto 1.5.2.

Pagina 30 de 99



4 RESULTADOS

4.1 Obtencion del extracto crudo y diferenciales a partir de Centaurea
americana.
Mediante extraccion metandlica de Centaurea americana se obtuvo un
extracto crudo con un porciento de recuperacion de 18 + 2%. A partir del
extracto crudo se obtuvieron los extractos diferenciales con porcentajes de
recuperacion que van desde 23 al 29% (Tabla 4).
Tabla 4. Porcentajes de recuperacion de extractos diferenciales

obtenidos del extracto crudo de Centaurea americana.

Extracto % Recuperacién
Hexanico 23+5
Acetato de etilo 295
Butilico 287
Acuoso 26+ 3

4.2 Evaluacion de la actividad antioxidante de los extractos crudo y
diferenciales de Centaurea americana.

Las CRso obtenidas para los extractos crudo y diferenciales de Centaurea

americana se encontraron entre 51 ug/mL hasta mas de 250 pg/mL, mientras

que el control quercetina presentd una CRso de 3.28 pg/mL. El extracto con

menor CRso es el extracto de acetato de etilo, mientras que el de mayor CRso

fue extracto hexanico (tabla 5).
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Tabla 5. Actividad antioxidante por medio del ensayo de reduccion del

DPPH 280 mM de los extractos obtenidos de Centaurea americana.

Muestra CRso (ug/mL)
Quercetina (Control) 3.28 £ 0.04
E. Crudo 90.97 £0.20
E. Hexanico >250.00
E. Acetato de etilo 51.60 £0.12
E. Butilico 66.20+ 0.18
E. Acuoso 78.40 £1.20

4.3 Determinacion del numero 6ptimo de células HepG2 (por pozo) para

el ensayo de citotoxicidad.

En la figura 6 se muestra la curva de células HepG2 en donde se representa

el numero de células sembradas por pozo en funciéon de su densidad optica.

Se puede observar que la curva presenta una tendencia lineal con una r?

(constante de determinacion) de 0.9966. El analisis ANOVA de un factor dio

como resultado que hay diferencia significativa entre las diferentes cantidades

de células HepG2 sembradas por pozo. Ademas, se puede ver en la figura 6

que el intervalo de trabajo de densidad oOptica descrito anteriormente (3.5.1)

cae entre 200,000 y 600,000 células.
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Figura 6. Grafica determinacion del numero 6ptimo de células HepG2

para el ensayo de citotoxicidad. *P<0.0001 en comparacién multiple.

4.4 Evaluacion de la citotoxicidad del DMSO en células HepG2.

En la figura 7 se observan los resultados de la evaluacion de la citotoxicidad
del DMSO en las células HepG2. Como resultado se obtuvo que entre 0.25 -
5% de DMSO hay diferencia significativa (p<0.005) con respecto al control
negativo (células no expuestas a dafio celular). Al contrario a 0.125% de
DMSO no hubo diferencia significativa, por lo que la reduccién de la viabilidad

celular es menor.
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Figura 7. Grafico de viabilidad celular debida al DMSO en diferentes
concentraciones. Control negativo (C-): Medio D-MEM Suplementado, control

positivo (C+): Doxorrubicina 8.8x103 % p/v. *P<0.005 en comparacién de C-.

4.5 Actividad hepatoprotectora del extracto crudo y los diferenciales de
Centaurea americana en células HepG2 con dafio inducido con CCla
40mM.

En la tabla 6 se presenta la actividad hepatoprotectora obtenida del extracto

crudo y los diferenciales; esto se observa en funcion a la reduccién de los

niveles de AST en comparacién con el control de dafio. Los niveles de AST de
los extractos variaron entre 65y 146 UI/L. Todos los extractos a excepcion del
hexanico disminuyeron los niveles de AST con respecto al control de dafio.

Particularmente el extracto de acetato de etilo redujo los niveles de AST a

menores concentraciones con respecto a los demas extractos, por lo que fue

este fue el que presentd mayor actividad hepatoprotectora.
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Tabla 6. Actividad hepatoprotectora de los extractos de Centaurea

americana en células HepG2 con dafio inducido con CCls 40mM.

Muestra Concentracion (ug/mL) AST (UI/L)
Control negativo (Medio ] 45
D-MEM Suplementado) =
Control de dafio
(Medio D-MEM )
Suplementado + CCla 40 154 +14
mM)
Silibinina
+ CCls 40 mM. 100.00 65 + 4
10.00 96 +5
E. Crudo 100.00 -
+ CCls 40 mM.
1000.00 75 + 6
10.00 135 + 14
E. Hexanico 100.00 3113
+ CCls 40 mM.
1000.00 146 + 17
0.18 118+ 12
E. Acetato etilo 181 o8 % 7
+ CCls 40 mM. ' =
18.14 99 +4
10.00 09 + 6
E. Butandlico 100.00 Y
+ CCls 40 mM. : =
1000.00 65+ 11
10.00 95 + 4
E. Acuoso 100.00 9355
+ CCls 40 mM.
1000.00 78 + 4
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4.6 Aislamiento de compuestos con actividad antioxidante a partir del
extracto de acetato de etilo.

A partir del extracto de acetato de etilo se obtuvieron siete fracciones las cuales
fueron analizadas por CCF. En la figura 8 se puede observar las siete
fracciones representadas en cada uno de los carriles de la cromatoplaca. En
ellos se puede ver una gran variedad de compuestos por fraccion, sin embargo
solo las fracciones 1, 3y 6 presentaron compuestos mayoritarios con actividad
antioxidante. En la figura 8B se observan los compuestos seleccionados para

llevar a cabo el aislamiento.

A)
RF: 0.90

RF: 0.55

RF: 0.29

e e A ettt o £ 5 [Ty ...‘riﬁ
Figura 8. Cromatografia en capa fina de las siete fracciones obtenidas a partir de E.

acetato de etilo, A) UV 254 nm, B) Revelada con DPPH 2 mg/mL. FM: acetato de etilo:

acido férmico: acido acético glacial: agua (25:1:1:2).
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4.6.1 Aislamiento de la fraccion 1.

De la fraccion 1 se obtuvieron las subfracciones 1.1 y 1.2. En la figura 9 se
puede observar que las dos presentaron compuestos mayoritarios con
actividad antioxidante, sin embargo se eligié la subfraccion 1.2 por presentar
el menor nimero de compuestos aparentes.

De la columna de exclusién molecular realizada para la fraccion 1.2 se obtuvo
el primer compuesto aislado (C1), tal como se muestra en figura 10. Sin

embargo, no presentd actividad antioxidante ante el DPPH.

Ctrl1.11.2

Figura 9. Cromatografia en capa fina de las dos subfracciones obtenidas de
la fraccion uno de acetato de etilo. A) UV 254 nm, B) revelada con DPPH 2
mg/mL. FM: acetato de etilo: acido férmico: acido acético glacial: agua
(25:1:1:2).
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RF:0.29

Figura 10. Cromatografia en capa fina de las fracciones obtenidas de la
columna de Sephadex de la subfraccién 1.2. A) UV 254 nm, B) revelada con
DPPH 2 mg/mL. FM: acetato de etilo: 4cido férmico: acido acético glacial:
agua (25:1:1:2).

4.6.2 Aislamiento de la fraccion 3
En la figura 11A se muestra el tubo que contiene el compuesto sélido amorfo,
y gue en la figura 11B y C se puede apreciar las cromatoplacas para el
compuesto a 254 nm y revelada con DPPH 2 mg/mL respectivamente. En las
dos cromatoplacas se puede observar la presencia de una sola banda, la cual

presenté actividad antioxidante.
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Figura 11. Tubo de ensayo y cromatografia en capa fina de C2. A)
Compuesto precipitado, B) UV: 254 nm, C) revelado con DPPH 2 mg/mL.
FM: acetato de etilo: &cido formico: acido acético glacial: agua (25:1:1:2).

4.6.3 Aislamiento de las fracciones no. 5,6y 7.

En la figura 12 se muestran las cromatoplacas realizadas para cada una de
las fases moviles probadas. Estas se observan en un contraste en blanco y
negro debido a la mala calidad obtenida de la imagen a color, sin embargo es
el correspondiente a la visualizacion en lampara de UV a 254 nm.

Se puede observar que las cromatoplacas de la figura 12A, B y C presentan
diferentes compuestos para cada una de las fracciones (representadas en
cada carril respectivamente) pero no se llegan a resolver, a diferencia de la
cromatoplaca de la figura 12D donde se ve la resolucion notable entre los
compuestos de cada fraccion. Adn asi, solo la fraccibn 6 presenta un

compuesto mayoritario, por lo que el aislamiento prosiguio con esta fraccién.
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Figura 12. Cromatografia en capa fina de las fracciones no. 5, 6 y 7 eluidas
con las siguientes fases moviles: A) hexano: acetato de etilo (2:8), B) acetato
de etilo, C) hexano: acetona (1:1), D) acetato de etilo: acetona (8:2). UV 254

nm, en contraste blanco y negro.

4.6.3.1 Aislamiento de la fraccion 6.

En la figura 13A se ve la placa perteneciente al resultado de la columna de
silica gel realizada para la fraccidon 6, en la cual se observa que los primeros
dos tubos aparentan tener un compuesto aislado. Ademas, al visualizarlo a
365 nm se observé una fluorescencia de color azul junto a la banda oscura, lo
cual indica la presencia de un segundo compuesto (figura 13 B). En la figura
13D y E se puede apreciar el compuesto nuevamente eluido con otra fase
movil; en esta cromatoplaca se puede ver la presencia aparente de un solo

compuesto con actividad antioxidante.

Pagina 40 de 99



Figura 13. Cromatografia en capa fina del resultado de la columna de silica
gel realizada para la fraccion no. 6. UV A) 254 nm B) 365 nm, FM: acetato
de etilo: &cido férmico: acido acético glacial: agua (25:1:1:2). C) UV 254 nm

y D) revelado con DPPH 2 mg/mL. FM: tolueno: acetona (1:1).
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4.7 Analisis por HPLC de los compuestos aislados

Se obtuvieron cromatogramas por HPLC (Cromatografia de liquidos de alta
resolucién, por sus siglas en inglés) del extracto de acetato de etilo y las
fracciones 1, 3 y 6 de donde se obtuvieron los compuestos C1, C2 y la mezcla
C3/C4 respectivamente. En la figura 14 se puede observar el cromatograma
correspondiente al extracto de acetato de etilo.—se pueden visualizar la

cantidad de compuestos que presenta el extracto, entre ellos los de interés.

0.1

0.124

0.10

2.937

0.08q

0.067
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———40.651

0.0

38.110

36.143

—

0,02 ||
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-0.024

Minutes

Figura 14. Cromatograma del extracto de AcOEt. Longitud de onda de
lectura 254 nm.

En las figuras 15, 16 y 17 se pueden observar los cromatogramas
correspondientes a las fracciones 1, 3 y 6 respectivamente. En ellos se puede
apreciar la diferencia en los tiempos de retencion obtenidos y la
proporcionalidad de los compuestos, de acuerdo con los porcientos de area

que lo conforman.

Pagina 42 de 99



00401 %
00301 ‘
4 g ‘Iﬂ'w
0.020 g ‘ t'\,,f ‘IPL’,FJ\-"J. |
] lﬂ . LT
2 0010 | H‘ ‘I s
] “ I ’f\\ »/J
] || R PR
0.000 sy bl RUR
] M‘ R T e L ) W‘"ﬁ& ) %"\‘ W
-0010
-0020]
— —— — ——1—
000 10.00 20.00 30,00 4000 50.00 60.00
Minutes
— - 200 -
A2 Peak #1 ] Peak#2
L A 2269
- A a i (R
S 27 5341.8371.5 TN 278
o Aaraem iR 1 34903591
l:'I:":'_||||| L L L L IJ':q_l|||||||-||||||||||
25000 30000 350,00 25000 30000 35000
nm T

Figura 15. Cromatograma y espectros de absorcion de la fraccion 1 de
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Figura 16. Cromatograma de la fraccion 3 de acetato de etilo. Longitud de
onda de lectura 254 nm.
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Figura 17. Cromatograma de la fraccion 6 de acetato de etilo. Longitud de
onda de lectura 254 nm.

En las figuras 18, 19 y 20 se muestran los cromatogramas pertenecientes a
los compuestos aislados, asi como los espectros de absorcién de cada uno de
los picos presentados. Particularmente se puede observar que C1 (figura 18
A) presenta tres picos con diferentes tiempos de retencién, asi como los
espectros obtenidos de cada uno, ademas se obtuvo el cromatograma de una
hidrolisis realizada a C1 en donde se observaron dos picos con diferentes
tiempos de retencién y sus espectros de UV. A diferencia de C1, C2y C3 solo

presentaron un pico con su correspondiente espectro de absorcién.
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Figura 18. Cromatograma de C1, B) Producto de la hidrélisis de C1 con
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de lectura 254 nm.
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Figura 20. Cromatograma de C3 y espectro de absorcion. Longitud de
onda de lectura 254 nm.

4.8 Analisis estructural de los compuestos aislados.

Se obtuvieron espectros 'HRMN, 13CRMN, DEPT 90 y135, COSY, HMBC y

HSQC correspondientes a C1, los cuales se muestran en las figuras 21-26.
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Figura 21. *HRMN del compuesto C1 en MeOD.
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Figura 22. 13CRMN del compuesto C1 en MeOD.

T senpa P bt =
| 1 |

T T T T T T T T
140 120 100

Figura 23. DEPT 135 vs 3 CRMN del compuesto C1 en MeOD.
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Figura 25. HMBC del compuesto C1 en MeOD.
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Tabla 7. Desplazamientos quimicos de *H y 3C de C1.

IHRMN 13CRMN
# (*H) Integracion | & (ppm) # (3C) 3 (ppm)
- - - 1 181.5
- - - 2 150.8
- - - 3 150.62
- - - 4 149.32
- - - 5 147.01
- - - 6 134.38
- - - 7 132.87
4 1 6.65 8 123.11
5 1 6.60 9 122.23
1 1 7.05 10 118.01
3 1 6.75 11 114.94
6 1 6.60 12 113.76
2 1 6.82 13 113.22
7 1 4.86 14 103.04
15 1 3.40 15 78.31
14 1 3.47 16 77.97
13 1 3.47 17 75.05
8 2 4.06 18 73.05
16 1 3.39 19 71.47
9 2 3.77 20 62.64
11 3 3.79 21 56.82
10 3 3.79 22 56.64
12 3 3.75 23 56.59
18 1 2.69 24 47.78
20 1 2.56 25 42.63
19 2 2.50 26 39.04
17 2 2.87 27 35.54
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Se obtuvieron los espectros de 'HRMN, *CRMN, DEPT 135 y 90, COSY,
HMBC y HSQC correspondientes al compuesto C2, los cuales se muestran en
las figuras 27-32. En la tabla 8 se pueden observar las correlaciones *H-'H y

1H-13C.

]
[ren

P-MIOZ-3.1
MEOD, 3 mm
1EH-EMH

Figura 27. *tHRMN del compuesto C2 en MeOD.
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Figura 28. 13CRMN vs DEPTS 90 y 135 del compuesto C2 en MeOD.
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Figura 31.

HSQC del compuesto C2 en MeOD.
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Figura 32. NOESY del compuesto C2 en MeOD.
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Tabla 8. Desplazamientos quimicos de *H y *3C del compuesto C2.

# IHRMN BCRMN
- - 179.83
- - 166.04
- - 163.37
- - 159.51
- - 158.67
- - 149.96
- - 146.58
- - 136.40
- - 123.22
2 7.41 123.13
1 7.45 117.20
3 7.03 116.64
- - 106.06
6 5.44 103.75
5 6.32 100.06
4 6.50 94.99
9 3.44 72.05
10 3.44 73.39
8 3.86 72.25
4.33 73.22
11 1.04 17.82

Se obtuvieron los espectros de *HRMN, *CRMN, DEPT 90 y 135, COSY,

HMBC y HSQC correspondientes a la mezcla de C3 y C4, los cuales se

muestran en las figuras 33-38. En la tabla 9 se pueden observar las

correlaciones 'H -H y 1H-13C.
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Figura 36. COSY del compuesto C3 en MeOD.
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Figura 38. HSQC del compuesto C3 en MeOD.
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Tabla 9. Desplazamientos quimicos de 'H y 13C del compuesto C3.

'HRMN (ppm)

I3CRMN (ppm)

180.17

166.09

163.22

158.55

158.11

150.08

146.60

139.68

123.08

7.517

122.48

7.614

116.62

Wi NP

6.890

116.56

106.00

6.179

99.91

6.371

94.86

oo b

3.775

60.65
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Tabla 10. Desplazamientos quimicos de *Hy 13C del

compuesto C4.

# 'HRMN (ppm) I3CRMN (ppm)
- - 182.4
- - 164.9
- - 164.5
- - 161.7
- - 157.9
- - 149.5
- - 145.6
- - 122.2
1 7.407 118.9
3 6.923 115.3
2 7.396 112.7
- - 103.9
4 6.563 102.4
6 6.228 98.7
5 6.462 93.6
7 3.847 59.1

4.9 Citotoxicidad y actividad antioxidante y hepatoprotectora de los
compuestos aislados.

La citotoxicidad de los compuestos aislados se puede observar en la tabla 10,

donde C1y C2 no fueron téxicos dentro del intervalo evaluado, a diferencia de

la mezcla de C3/C4 donde se observo una CCso de alrededor de 301 pg/mL.

Asi también, la actividad antioxidante se puede apreciar en la tabla 10, donde

C2 y C3/C4 presentaron buena actividad comparado con el control de
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quercetina. Sin embargo, C1 no redujo el DPPH a la concentracion maxima

probada (125ug/mL).

Tabla 11. Citotoxicidad y actividad antioxidante de los compuestos

aislados de Centaurea americana.

Compuestos CRso (ug/mL) CCso (ug/mL)
Quercetina 6.19 + 0.07 -

CCls4 - 0.24

C1 >125 >1000

Cc2 16.42 £ 0.46 >1000
C3/C4 7.64 £0.16 301.10 £ 74.19

Por otra parte, en la figura 39 se muestra la actividad hepatoprotectora de los

compuestos aislados. Se observa que los compuestos presentaron una

relacion dosis-respuesta, donde a menor concentracion menor es la actividad.

Solo por encima de 100 pg/mL los compuestos presentaron diferencia

significativamente con respecto al control de dafio. El compuesto que presento

mayor actividad de todos los compuestos aislados fue C1.
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Figura 39. Grafica de la actividad hepatoprotectora de los compuestos aislados y la Silibinina en células HepG2 con
dafo inducido con CCla. Control positivo (C+): Medio D-MEM Sup. + CCls, Control negativo (-): Medio D-MEM sup.

*P<0.001 en comparacion con el C+. ANOVA de un factor.
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4 DISCUSION

La cirrosis es la etapa final de progresion de la enfermedad hepatica cronica.
En el 2016, la cirrosis hepética fue la cuarta causa de muerte en México.
Particularmente, en el grupo de poblacién econdmicamente activa de edad
entre 35 y 55 afos, fue la segunda causa principal de muerte (INEGI, 2018).
De acuerdo a la tendencia en la prevalencia de estas enfermedades se estima
que en los siguientes afios seguiran siendo un problema de morbi-mortalidad,
asociado al incremento de factores de riesgo como obesidad y alcoholismo
(Méndez-Sanchez N, 2005; Kershenobich D, 2011). Los tratamientos actuales
de las enfermedades hepéticas son diversos y no reducen uno de los
principales eventos patogénicos de dafo, el cual es el estrés oxidativo
(Cesaratto L, 2004); debido a esto es relevante buscar alternativas de profilaxis
para estas enfermedades. Los productos naturales, en particular los extractos
de plantas, son una importante fuente para la obtencién de potenciales
agentes hepatoprotectores, ya que contienen una variedad de moléculas
bioactivas con capacidad antioxidante (G. Li & Lou, 2018). De interés especial
en este estudio son aquellas moléculas con capacidad de reducir el estrés

oxidativo, el cual se relaciona con la actividad hepatoprotectora.

En este sentido, nuestro grupo de trabajo ha reportado que del extracto crudo
de la flor de C. americana se pudieran aislar moléculas para disminuir el estrés

oxidativo, debido a su actividad antioxidante (Salazar & cols, 2008) y
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hepatoprotectora (Torres-Gonzalez & cols., 2011); asi también Torres-
Gonzalez (2017) reporto que el extracto crudo de esta planta no era citotoxico
y presentaba actividad hepatoprotectora en un intervalo de 10-1000 pg/mL.
Por todo lo anterior, se decidid utilizar el extracto crudo de la flor de C.
americana para aislar moléculas con potencial actividad hepatoprotectora. Los
porcientos de recuperacion obtenidos del extracto crudo de C. americana en
este trabajo fueron similares a los reportados anteriormente por Torres-

Gonzalez (2017).

El uso de métodos tradicionales como la extraccion liquido-liquido, permiten
producir fracciones con polaridad baja, media o alta. Los disolventes
mayormente utilizados de menor a mayor polaridad son hexano, acetato de
etilo, butanol y agua; esta alternativa permite obtener fracciones con un menor
namero de compuestos (Ebada y cols, 2008; G. Li & Lou, 2018). Por este
motivo, en este trabajo se utilizé esta técnica de extraccion diferencial con
disolventes de diferentes polaridades. Se obtuvieron los porcentajes de
recuperacion que se presentan en la tabla 4; se observa que el extracto con
mayor porciento de recuperacion fue el de acetato de etilo, lo cual concuerda
con lo reportado por Yirtici y cols. (2017) para Centaurea fenzlii respecto a que
los extractos de acetato de etilo y sus combinaciones (acetato de etilo-hexano

y acetato de etilo-metanol) presentaron mayor porciento de rendimiento.

Por otra parte, se ha demostrado que el aislamiento biodirigido por bioensayos
genera informacion de los extractos o fracciones con respecto a su actividad

bioldgica, y hacerlos a microescala reduce el tiempo de la obtencién (Bucar,
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Wube, & Schmid, 2013). Un ejemplo de ello es el método de determinacion de
la actividad antioxidante, el cual ha sido optimizado y validadado a microescala
por Granados-Guzman & cols. (2017). En el presente estudio se utilizo este
método para determinar la actividad antioxidante de los extractos crudo y
diferenciales. Los resultados mostraron que el extracto diferencial de acetato
de etilo fue el que presenté mayor actividad antioxidante, seguido del extracto
butanolico y acuoso; mientras que el extracto diferencial hexanico, no presento
actividad. Estos resultados fueron similares a los reportado por Azzouzi y cols.
(2016) para Centaurea choulettiana.

Con respecto a la actividad hepatoprotectora, en la tesis doctoral de Torres-
Gonzalez (2017) se establecié el método para su evaluacién en células
HepG2. Siguiendo esta métodologia se utiliz6 como inductor de dafio el CCl4
y como marcador de dafio la AST. Para llevar a cabo los bioensayos, en primer
instancia se determiné el nimero 6ptimo de células a usar; para lo cual se
incubaron entre 2,500 a 100,000 células por pozo. La ATTC (2011) indica que
el numero de células a usar en el bioensayo disminuye la densidad optica en
un intervalo lineal de entre 0.75 y 1.25. Asi mismo, Van de Loosdrecht y cols.
(1994) reportan que en células de leucemia humana hay una excelente
linearidad cuando se utilizan mas de 50 000 células por pozo para el ensayo
de MTT. En este estudio se observo que con 60,000 células por pozo se
mantenia la linealidad y la densidad Optica, por lo que se decidi6 utilizar esta

cantidad de células por pozo para el ensayo citotoxicidad.
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En segunda instancia, se evalué la cantidad minima requerida de DMSO para
favorecer la solubilidad de los extractos en medio de cultivo sin afectar la
viabilidad de las células utilizadas; ya que se ha probado que este compuesto
tiene un efecto citotoxico a concentraciones elevadas (Miret & cols., 2006).
Song & cols. (2012) evaluaron la citotoxicidad del DMSO en un intervalo de
0.005 a 5.0 % y reportaron que a una concentracion de 0.1% todavia se
mantenia la viabilidad celular al 100%, por lo que en este trabajo se probo6 un
intervalo de 0.125 a 5% de DMSO. Lo anterior dio como resultado que a una
concentracion de 0.125% no habia diferencia significativa respecto al control
negativo (Figura 7), por lo que se decidio utilizar 0.125% de DMSO como
disolvente.

Por otra parte, como ya se menciond existe evidencia de la relacidon entre la
actividad antioxidante y hepatoprotectora (Huang y cols., 2018). Respecto a
la actividad hepatoprotectora, en el presente estudio el extracto de acetato de
etilo fue el que mostro la mayor actividad al reducir significativamente los
niveles de AST liberados al medio de cultivo en comparacion con CCl4,
seguido del butandlico y acuoso. Previas investigaciones han reportado la
relacion entre la actividad antioxidante y hepatoprotectora (referencias, mas
de una). Estos reportes concuerdan con la actividad que mostré el extracto de
acetato de etilo, el cual presento la mayor actividad antioxidante y niveles de
AST bajos. Por esta razon se opto por elegir este extracto para seguir con el

aislamiento biodirigido.
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Del aislamiento del extracto de aceto de etilo se obtuvieron primeramente siete
fracciones, de las cuales se eligieron las fracciones 1, 3 y 6 ya que estas
presentaban compuestos mayoritarios con actividad antioxidante.

La fraccidbn 1 se sometid a una separacion cromatografica de la cual se
obtuvieron dos subfracciones denominadas 1.1 y 1.2 (Figura 9), las cuales
presentaron un componente mayoritario con actividad antioxidante. Se decidio
continuar el aislamiento con la fraccion 1.2 debido a que presentaba menor
cantidad de componentes. Para evitar la pérdida de muestra durante el
aislameinto subsecuente, se decidio trabajar con una columna cromatografica
de exclusion molecular emapacada con Sephadex LH-20 como fase
estacionaria. De acuerdo a la literatura, en este tipo de columna la separacion
se da por efectos de exclusién por tamafio molecular y no por interacciones
especificas como dipolo-dipolo, puente de hidrdgeno o mecanismos de
transferencia de carga; lo cual reduce drasticamente la pérdida de muestra
durante la elucion (Quattrocchi, De-andrizzi, & Laba, 1992). Como resultado
de la separacion de la subfraccion 1.2 utilizando Sephadex LH-20 se obtuvo
un compuesto aislado en la fraccion 1 (como se muestra en la figura 10) el cual
no mostré actividad antioxidante al ser revelado con DPPH. Sin embargo, se
decidio evaluar la actividad hepatoprotectora al compuesto, por lo que a partir

de la fraccion 1 se obtuvo el primer compuesto aislado (C1).

Respecto a la fraccion 3, esta fue sometida a diversas separaciones
cromatograficas utilizando diferentes fases estacionarias y moviles, sin

embargo no se logro la separacion del componente mayoritario con actividad
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antioxidante. A pesar de lo anterior, transcurrido un tiempo, se observo la
precipitacion espontanea de soélidos amorfos de color amarillo (Figura 11 A)
gue al eluirse en CCF de silica gel y revelado con DPPH 2 mg/mL resulté ser
un compuesto aparentemente aislado con actividad antioxidante (Figura 11 B
y C). Este fue el segundo compuesto obtenido (C2).

Antes de continuar con el aislamiento de la fraccién 6 se debe mencionar que
las fracciones 5 y 7 fueron una opcion para el aislamiento. Como se puede
observar en la figura 12A, B, C y D, las tres fracciones presentaban diferentes
compuestos. También se puede ver en la figura 12D que la fase mévil de
acetato de etilo: acetona 8:2 separé mejor los compuestos de las tres
fracciones, sin embargo no se continuo el aislamiento con las fracciones 5y 7
por dos razones: 1) la cantidad de muestra no era suficiente y 2) la fraccién 7
presentaba compuestos dificiles de separar. Por todo lo anterior es que se
decidié continuar el aislamiento con la fraccion 6; para lo cual se trabajo con
un sistema de elucion acetato de etilo: acetona 8:2. Esto dio como resultado
un componente aparentemente aislado (Figura 13) que al ser eluido
nuevamente con tolueno:acetona 1:1 presentd6 wuna sola banda,
correspondiente al tercer compuesto aislado (C3) con actividad antioxidante

(figura 13 By C).

Para la elucidacion estructural de C1 se realiz6 un analisis detallado de las
sefales y correlaciones de los diferentes experimentos realizados por RMN
(tabla 7 y 12); estos analisis dieron como resultado la estructura

correspondiente de un glicésido lignano. En el espectro de 3 CRMN se puede

Pagina 69 de 99



observar una sefial a campo bajo perteneciente a C-1=181.5 ppm, para un
carbono cuaternario perteneciente al carbono carbonilico de la lactona. Los
carbonos C2=150.8 ppm, C-3=150.62 ppm, C-4=149.32 ppm, C-5=147.01
ppm, C-6=134.38 ppm, C-7=132.87 ppm, C-8=123.11 ppm, C-9=122.23 ppm,
C-10=118.01 ppm, C-11=114.94 ppm, C-12=113.22 ppm y C-13=113.22 ppm
corresponden a los dos anillos aromaticos del lignano. Los carbonos C-
14=103.04 ppm, C-15=78.31 ppm, C-16=77.97 ppm, C-17=75.05 ppm, C-
18=73.05 ppm y C19=71.47 ppm corresponden al glicésido, y los carbonos C-
20= 62.64 ppm, C-21= 56.82 ppm, C-22=56.64 ppm, C-23= 56.59 ppm, C-
24=47.78 ppm, C-25=42.63 ppm, C-26=39.04 ppm y C-27= 35.54 ppm
corresponden a la lactona. Por otra parte, en el espectro de HRMN los
protones H-1=7.05 ppm, H-2=6.82 ppm, H-3=6.75 ppm, H-4=6.65 ppm, H-
5=6.60 ppm y H-6=6.60 ppm observados a campo bajo pertenecen a los dos
anillos aromaticos del lignano y los restantes (H-7=4.86 ppm, H-8=4.06 ppm,
H-9=3.77 ppm, H-10=3.79 ppm, H-11=3.79 ppm, H-12=3.75 ppm, H-13=3.47
ppm, H-14=3.47 ppm, H-15=3.40 ppm, H-16=3.39 ppm, H-17=2.87 ppm, H-
18=2.69 ppm, H-19=2.50 ppm y H-20=2.56 ppm) pertenecen a protones
alifaticos (figura 21). Como se puede observar en la figura 40, los hidrégenos
H-2, H-5 y H-6 se encuentran en anillo A del compuesto; distribuidos en meta
con una Js6=6.6 Hz; mientras que H-2 y H-6 se acoplan en orto con una
J2,86=8.38 Hz. De manera similiar en el anillo B, H-1 y H-4 se acoplan en orto
con una J=8.38 Hz mientras que H-3 y H-4 se acoplan en meta con una J=1.5
Hz. Cada uno de los anillos aromaticos del lignano se encuentran di-sustiudos;

el anillo A con dos grupos metoxilos y el B con un grupo metoxilo y una unidad
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de glucosa. Por medio del espectro de HMBC se pudo establecer que C-9 y
C-11 se acoplan con C-26 y C-27 respectivamente; los cuales permiten la
union con la lactona. Ademas H-7 se encuentra correlacionado con C-5
pertenciente al anillo B, por lo que aqui se da la union del lignano con el
glicésido. Del analisis por tHRMN y 3CRMN vy las correlaciones por COSY,
HMBC y HSQC, se determin6 que la porcion del azucar es una glucosa, por
todo lo anterior el compuesto elucidado fue la arctiina (figura 40). Las sefales
de protdn obtenidas por Lu & cols. (2016) para la arctiina son similares a las

obtenidas en este trabajo con respecto a C1.
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Figura 40. Molécula de Arctiina.
Del analisis por HPLC de la arctiina se pudo observar la presencia de dos
sefales con tiempo de rentencién de 35.8 y 37.6 min., también se obtuvieron
los espectros de cada sefial como se observa en la figura 18. Particularmente
el espectro con Amax1: 278.8 y Amax2: 218.6 nm coincide con lo reportado por por
Shoeb & cols. (2007) para la arctiina. Por otra parte la otra sefial, con tiempo
de retencibn de 35.8 min pudo deberse a que el compuesto estaria
degradandose o isomerizdndose durante la elucion en el HPLC. Sin embargo
en el espectro de RMN solo se presentaron las sefiales correspondientes a la
arctiina; lo que nos indica que el compuesto Unicamente cambiaba al pasar
por HPLC. Cabe resaltar que este compuesto ya fue reportado en Centaurea

americana por Shoeb & cols. (2006).
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Tabla 12. Correlaciones *H-'H e 'H-13C correspondientes a los espectros

de COSY, HSQC y HMBC de C1.

(*H) COosY HSQC HMBC

4 | Tipode 3 (H2) (*H-H) | (*H-13C) (*H-3C)
sefal

1 d 8.38 10 5,6
2 d 8.38 13 4,7
3 d 15 6, 2 11 27,8,5
4 dd 8.38,1.5 3,1 27,11
5 6.6 2 26, 13
6 6.6 2 12 9,13,7,5
7 - 13 14 5
8 ddd 8.2 20 18 26, 25,24, 1
9 ddt 11.8,t=2.2 15, 16, 12 20 15
10 S - 11 22 4
11 S - 10 21 2
12 S - - 23 3,18
13 m - 14,7 17 16
14 S - 13, 15, 16 16 19
15 m - 16,9 15 15, 16
16 S - 15 19 15, 16
17 ddd 13.8,7.2,5.5 18 27 1,6, 8,11, 24, 25
18 td 76,55 17, 20 24 26,25,6,1
19 ] 20 26 25, 24, 178, 12,9,
20 - 8 25 26,18,7
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Por otra parte, se realizé el analisis de las sefiales de *CRMN y *HRMN para
la elucidacion de C2; como resultado se obtuvo la estructura de un flavonoide
glicosilado. En la figura 28 se pueden observar las sefiales correspondientes
a los carbonos, de las cuales C-2=159.51 ppm, C-3=136.40 ppm, C-4=179.83
ppm, C-5=163.37 ppm, C-6=100.06 ppm, C-7=166.04 ppm, C-8=94.99 ppm,
C-9=158.67 ppm, C-10=106.06 ppm, C-1'=123.22 ppm, C-2'=116.64 ppm, C-
3'=146.58 ppm, C-4'=149.96 ppm, C-5=117.20 ppm y C-6'=123.13 ppm
pertencen al flavonol, mientras que C-2"=103.75 ppm, C-3"=72.05 ppm), C-
47=73.39 ppm, C-57=72.25 ppm y C-6"=73.22 ppm pertenecen a la ramnosa.
En la figura 27 se pueden observar las sefiales de los protones, de las cuales
H-1=7.45 ppm, H-2=7.41 ppm ,H-3=7.03 ppm ,H-4= 6.50 ppm, H-5=6.32 ppm
pertenecen al flavonol y H-6=5.44 ppm, H-7=4.33 ppm ,H-8=3.86 ppm, H-9=
3.44 ppm, H-10=3.44 ppm, H-11=1.04 ppm a la ramnosa. De los cinco
protones, dos pertenecen al anillo A del flavonol y 3 al anillo B. El anillo A
presenta una distribucion de H-4 y H-5 en meta con una Js 5= 2.12 Hz, mientras
gue en el anillo B presenta una distribucién de los hidrégenos H-1, H-2 y H-3
en orto con una J23=8.37 Hz y en meta con una J1,,=2.12 Hz. Por otra parte
se puede observar que la unién de la ramnosa al flavonol se da por medio del
C-3 como se muestra en la tabla 12, ya que el H-6 perteneciente al C-2” de la
ramnosa se correlaciona con el C-3 del flavonoide segun el espectro de
HMBC. Ademas debido a las correlaciones de tHRMN y 13CRMN y a la sefial
de C-7” a campos altos perteneciente a un metilo unido a un grupo alquilo, se
determind que la porcion del azdcar es la ramnosa. Con respecto a todo lo

anterior y a las correlaciones de COSY, TOCSY, NOESY, HMBC y HSQC el
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compuesto elucidado fue la quercetina 3-ramnosa, también conocido como
quercitrina; la estructura se puede observar en la figura 41. Para el analisis por
HPLC de C2 se observé un tiempo de retencion de 40.7 min. y un espectro de
absorcion de UV visible con longitudes de onda maxima de 256.3 y 352.6 nm.
Para este compuesto no se observaron impurezas en el cromatograma (figura
19); ademas, tanto las correlaciones obtenidas por RMN como por el espectro
de absorciéon son similares a lo reportado por Fukunaga & cols. (1988). Cabe
resaltar que quercitrina no ha sido reportado en esta la planta pero si en otras

especies de Centaurea como C. horrida (Flamini & cols. 2002).
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Figura 41. Quercetina 3-O-ramnaosido o Quercitrina (C2).
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Tabla 13. Correlaciones *H-'H e *H-13C correspondientes a los espectros de

COSY, HSQC y HMBC de C2.

: H) COSsY HSQC HMBC
” Tlpcl de J (Hz) (*H-1H) (*H-13C) (*H-13C)
sefal
1 d 2.12 2,3 5 6,4,2
2 dd 2.12,8.37 1,3,11 6’ 2,4
3 d 8.37 2 2 6,3
4 d 2.12 5 8 6, 10, 2,9
5 d 2.12 4 6 8,7,5
6 d 1.54 7,8 27 6”,5”,3
7 q 3.46, 1.54 6,9 3" -
8 - - 7 5” 4
9 - - 11 4” 57, 3”
10 - - 11 6” 57, 3”
11 d 6.12 9,10 7’ 57, 3”

Asi también, se hizo la elucidacién de la mezcla de C3/C4. Como se puede ver

en la figura 33, se aprecian dos compuestos por la diferencia de intensidades

en las sefiales de HRMN. En la figura 33 se observan seis sefales

correspondientes a C3 y siete sefiales correspondientes a C4. La mayoria de

estas seflales se encuentran a campo bajo, por lo que corresponden a

protones pertenecientes a grupos aromaticos. También se pueden ver dos

sefiales singuletes a campo alto; cada una integra para tres protones, por lo

gue se trata de metilos. Sin embargo, se encuentran desplazados entre 3.3-

3.6 ppm, lo que significa que se encuetran unidos a un oxigeno, y se trata de

dos grupos metoxilos.
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Respecto a C3 se obtuvieron 16 sefiales de carbonos por *CRMN, de los
cuales C-2=166.09 ppm, C-3=139.68 ppm, C-4=180.17 ppm, C-5=163.22
ppm, C-7=166.09 ppm, C-9=158.55 ppm, C-10=106.00 ppm, C-3’=150.08
ppm, C-4'=122.48 ppm y C-6’=158.11 ppm son carbonos cuaternarios; C-
6=99.91 ppm, C-8=94.86 ppm, C-1=116.62 ppm, C-2’=146.60 ppm, C-
5'=116.56 ppm son carbonos terciarios y -OCHs= 60.65 un metilo unido a
oxigeno. Del espectro de 'HRMN se pudieron observar cinco sefales a
campos bajos pertenecientes a grupos aromaticos; H-4=6.179 ppm y H-
5=6.179 ppm pertenecientes al anillo A, distribuidos en meta con una J45=2.0
Hz. Mientras que H-1=7.51 ppm, H-2=7.61 ppm, H-3=6.89 ppm,
pertenecientes al anillo B, se encuentran distribuidas en orto con una J23=8.4
Hz y en meta con una Ji12=2.1 Hz. Ademas se puede apreciar en el espectro
de *HRMN (figura 42) una sefal singulete a campo alto que integra para tres
hidrogenos, correspondiente a un grupo metoxilo O-CH3=3.77 ppm. Debido a
todo lo anterior y a las correlaciones tTHRMN, 1*CRMN, COSY, HSQC y HMBC
presentadas en la tabla 12, se determind que el compuesto C3 es la quercetina

3-metiléter (figura 42).

Para la elucidacion de C4 en el espectro de 3 CRMN se tomaron en cuenta las
16 carbonos de menor intensidad (correspondientes a un compuesto
minoritario) de los cuales C=0=182.47 ppm, Ca=164.56 ppm, C-1=164.90
ppm, C-3=145.61, C-4=122.28 ppm, C-1'=161.77 ppm, C-2'=149.55 ppm, C-
4'=103.91 ppm y C-6'=157.97 ppm son carbonos cuaternarios, Cp=102.46

ppm, C-2=112.75 ppm, C-5=115.36 ppm, C-6=118.90 ppm, C-3'=93.60 ppm y
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C-5'=98.70 ppm son carbonos terciarios y O-CHs es un metilo unido a oxigeno.
A diferencia de C3, C4 presenta una sefal de carbonilo a campos mas bajos
(C-4=180.17 ppm); este tipo de sefal se puede observar en las chalconas, las
cuales son un tipo de flavonoide con un esqueleto carbonado C6-C3-C6
(Dominguez, 1988). Por otra parte, la fluorescencia es una de las propiedades
de las chalconas; en la figura 13B, el compuesto C3 se ve como una banda
oscura mientras C4 se observa en el fondo como una banda fluorescente. Con
respecto a los espectros de tHRMN y 13CRMN vy las correlaciones por COSY,
HMBC y HSQC (tabla 15) se determiné que el compuesto es la chalcona,
2',3,4,4',6'-pentahidroxi-a-metoxi chalcona como lo reporta Sasaya (1965) y se

puede observar en la figura 43.

Para la mezcla de quercetina 3-metilétery 2', 3, 4, 4', 6'-pentahidroxi-a-metoxi
chalcona se observé una sefial con tiempo de retencion de 49.5 min. y
longitudes de onda maxima de 256.3, 357.4 y 369.1 nm; no se observaron
impurezas (figura 20). Sin embargo la mezcla de quercetina 3-metiléter y 2', 3,
4, 4', 6'-pentahidroxi-a-metoxi chalcona no se pudieron separar con el método
cromatografico utilizado. Ademas se puede ver en el espectro de UV-Vis que
esta sefal cromatografica presenta tres Amax; las que se deben al flavonoide
(256.3 y 357.7 nm) y la chalcona (369.1nm); donde la Amax1 para las flavonas
va de entre 250-300 nm para los flavonas y 370-410 nm para las chalconas
(Dominguez, 1988). Quercetina 3-metiléter no ha sido reportada en Centaurea
americana; sin embargo si ha sido reportada en otras especies como la

Centaurea glomerata Vahl (Ahmed M. & cols., 1990). Por otra parte 2, 3, 4, 4',
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6'-pentahidroxi-a-metoxi chalcona no ha sido reportada en ninguna especie de

Centaurea.

Tabla 14. Correlaciones *H-'H e 'H-13C correspondientes a los espectros de

COSY, HSQC y HMBC de C3.

: (H) COSY HSQC HMBC
" Tlp(z de J (Hz) (H-1H) | (tH-13C) (1H-13C)

sefal
1 d 2.1 1 5 9,6,4,3,2,2
2 dd 8.4,2.1 2,3 2 5,1,4,6,9
3 d 8.4 2,3 1 9,6,4,3,2,2,5, 1
4 d 2.0 4 8 6,10,9,6’,7
5 d 2.0 5 6 8,10,5,7
6 s - 6 CH3 3

.. _OH
T

HHH"‘ ’.::’-'#’-' 1-\“‘-\“1‘\"*«‘4'.--"'-'.-'---' EHH‘H
A0S
OH O

Figura 42. Quercetina 3-metiléter (C3).
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Tabla 15. Correlaciones *H-'H e 'H-13C correspondientes a los espectros de

COSY, HSQC y HMBC de C4.

: H) COSsY HSQC HMBC
” Tlptz de J (Hz) (H-1H) | (*H-13C) (tH-13C)
sefal
1 dd - 6 2,6,3
2 S - 2 6, 3
3 d - 1,2 5 6,4,3
4 S - 5 B a, 1, C=0
5 d - 4,6 3 5,46
6 d - 5 5' 4,6
7 S - - CH3 A

Figura 43. 2', 3, 4, 4', 6'-pentahidroxi-a-metoxi chalcona (C4).

En resumen se aislaron cuatro compuestos, tres de ellos del tipo flavonoide
(quercitrina, quercetina 3-metiléter y 2',3,4,4',6'-pentahidroxi-a-metoxi

chalcona) y un glucésido lignano (arctiina).

Respecto a las actividades biologicas reportadas para este tipo de

compuestos, los flavonoides llevan a cabo diversas funciones en la célula
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eucaridtica debido a la interaccion con una gran cantidad de proteinas
quinasas. También participan en vias importantes de desarrollo y
diferenciacion celular; una de las funciones mas sobresalientes es su
capacidad de atenuar radicales libres (Brunetti & cols., 2013) los cuales, son
capaces de desencadenar diferentes patologias. Por otra parte, los
compuestos lignanos se han utilizado como estrogénicos y antiestrogénicos,
debido a la similitud estructural con el 17-B-estradiol. También se ha reportado
su uso en la prevencion del cancer y diabetes, asi como antioxidante (Xueming

& Touré, 2010).

Como se muestra en la tabla 11 los compuestos de tipo flavonoides
(quercitrina,  quercetina  3-metiléter/  2',3,4,4',6'-pentahidroxi-a-metoxi
chalcona) presentaron una actividad antioxidante similar a quercetina. Asi
mismo, se ha reportado que la quercitrina presenta una CRso de 4.45 £+ 0.17
pg/mL (X. Li & cols., 2016), la quercetina 3-metiléter una CRso 14.17 + 0.69
pg/mL (Lee & cols., 2015) mientras que de la 2',3, 4, 4', 6'-pentahidroxi-a-
metoxi chalcona no se habia reportado su actividad antioxidante. Sin embargo
Zhuang & cols. (2017) reportaron que en general las chalconas tienen la
capacidad de actuar como antioxidante de diferentes maneras, por ejemplo
regulando el balance 6xido reduccion o activando enzimas antioxidantes, entre

otros mecanismos.

Por otra parte, la arctiina no redujo el DPPH dentro de las concentraciones
probadas con una CRso > a 125 pg/mL, lo que coincide con lo reportado por

Shoeb & cols. (160 pug/mL). Asi también que LU & cols (2016) reportan que la
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arctiina presenta una actividad baja en la atenuacion del radical DPPH. Sin
embargo se han descrito otros mecanismos por las cuales la arctiina reduce el
estrés oxidativo. Wu & cols. (2009) evaluaron la actividad antioxidante de la
arctiina in vivo en ratas Sprague-Dawley en el dafo renal inducido por
albumina sérica bovina cationica, mediante la medicién de SOD (superoxido
dismutasa) y malondialdehido (MDA). La SOD es una enzima que cataliza la
dismutacion de superoxido en oxigeno y peroxido de hidrégeno, debido a esto,
es una importante defensa antioxidante en las células expuestas a oxigeno; la
disminuciéon de SOD es un indicador de estrés oxidativo. EI MDA, es el
producto final de la peroxidacion lipidica, lo cual es inducido por la accién de
los radicales libres producidos en estrés oxidativo, por ello un incremento en
los niveles de MDA es traducido a una falla de los mecanismos de defensa
antioxidante. En este estudio se reportd que la arctiina redujo los niveles de

MDA e incremento los niveles de SOD.

Para la determinacién de la actividad hepatoprotectora de los compuestos
aislados, primero se evalué la citotoxicidad; esto con el fin de seleccionar las
concentraciones a utilizar en el bioensayo. En el presente estudio, se observo
qgue la arctina no mostré citotoxicidad a las diferentes concentraciones
evaluadas (10-1000 pg/mL) en las células HepG2 a 24h. Esto coincide con lo
reportado para la arctiina en otras lineas celulares (Yang & cols, 2014; Shoeb
& cols, 2007). Por otro lado, difiere de lo publicado por Moritani & cols. (1996),

quienes reportaron una ICso de 2.6 + 0.27 pg/mL en HepG2 a 72h; sin embargo

Pagina 82 de 99



esto es explicado por la diferencia en el tiempo de exposicion, ya que se ha

descrito que a mayor tiempo de exposicion se observa citotoxicidad.

Debido a la baja cantidad de compuesto aislado, se evaluaron las
concentraciones de 100, 200 y 300 pug/mL de arctiina para el ensayo de
hepatoproteccion, en el cual se pudo observar una tendencia dosis-respuesta,
ya que a mayor concentracion de arctiina mayor fue el efecto hepatoprotector.
Esto se puede apreciar en la figura 39 donde a una concentracién de 300
png/mL se ve una diferencia significativa con una P<0.001 con respecto al
control de dafio. Esto concuerda con lo reportado por Yang & cols. (2014)
quienes evaluaron el efecto hepatoprotector de la arctiina y otros lignanos
mediante el dafio inducido con D-galactosamina en la linea celular HL-7702 a
una concentracion de 1x10° M; la arctiina presenté una buena actividad
respecto a otros lignanos probados. En este mismo estudio, observaron una
relacion actividad-estructura, donde los lignanos glucosilados con un anillo de

tetrahidrofurano son los que poseen una mayor actividad hepatoprotectora.

Respecto a la actividad de quercitrina, esta no mostrd ser toxica en el intervalo
de concentraciones evaluadas (tabla 11). Al respecto, Kim & cols. (2004)
probaron la citotoxicidad de este compuesto en cinco lineas celulares de
cancer (A549, SK-OV-3, SK-MEL-2, XF498 y HCT-15); como resultado,
quercitrina fue uno de los compuestos con mayor grado de citotoxicidad. Cabe
resaltar que Kim & cols. (2004) mantuvieron durante 24 h mas el contacto del
compuesto con las células en comparacion al tiempo trabajado en este

estudio. Por otra parte, Ahmed & cols. (2016) reportaron que la quercetina 3-
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ramnosido presento una ICso de 84.17 pg/mL en la linea celular HepG2 con un
tiempo de exposicion del compuesto de 72 h utilizando 1-2x102 células por
pozo. Englobando lo reportado con lo obtenido en este trabajo las ICso podrian
ser similares en proporcion al numero de células usadas y el tiempo de
exposicion; a mayor numero de células menor CCso, Yy a mayor tiempo de
exposicion mayor CCso. Debido a que en un intervalo de entre 10 y 1000 pg/mL
la quercitrina no fue toxica en las células y a la baja cantidad de quercitrina
obtenida en este estudio, se eligieron las concentraciones de 100, 300 y 500
pug/mL para el ensayo de hepatoproteccion. Lo anterior dio como resultado que
a mayor concentracién, mayor era la diferencia significativa con respecto al
control de dafio (P<0.001); esto de forma similar a lo obtenido para la arctiina
(tabla 11). Por su parte, Truong & cols. (2016) reportaron la actividad
hepatoprotectora de la quercetina 3-ramndsido en ratones con dafio inducido
con acetaminofén; como resultado obtuvieron una relacién dosis respuesta, tal
como se presenta en este trabajo. Ademas en esta tesis a una concentracion
de 50 pg/mL hubo mayor diferencia significativa con respecto al control de

dafio, en comparacion con el control de hepatoproteccién de silibinina.

Por ultimo, con respecto a la actividad citotoxica de la mezcla de quercetina 3-
metiléter y 2',3,4,4',6'-pentahidroxi-a-metoxi chalcona se obtuvo una CCso
301.1 £ 74.19 pg/mL lo que representa la mayor toxicidad de los compuestos
probados (tabla 11), sin embargo la CCso no fue tan baja como lo reportado

por Sun & cols., (2015) para la quercetina 3-metiléter, esto concuerda con la
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citotoxicidad reportada para este compuesto por Sun & cols., (2015) en la linea

celular HepG2 y CF-7.

Por otra parte, no hay reportes de la actividad hepatoprotectora y su
citotoxicidad de la 2',3,4,4',6'-pentahidroxi-a-metoxi chalcona encontrada en
este estudio; sin embargo hay reportes de que en general las chalconas
hidroxi-sustituidas son citotoxicas sobre lineas celulares tumorales (Go & cols.,
2005). Lo descrito anteriormente concuerda con los resultados obtenidos en

este trabajo.

Para el ensayo de hepatoproteccion de mezcla de quercetina 3-metileter y 2',
3, 4, 4', 6'-pentahidroxi-a-metoxi chalcona se evaluaron las concentraciones
de 100y 200 pg/mL menor a CCso obtenida (tabla 11). Como resultado de este
ensayo se obtuvo que a 200 pg/mL hay diferencia significativa con respecto al
control de dafio, ademas que se puede ver el mismo patron dosis-respuesta
encontrado en arctiina y quercitrina. No se han encontrado reportes de la
actividad hepatoprotectora de quercetina 3-metiléter y 2',3,4,4',6'-pentahidroxi-
a-metoxi chalcona, sin embargo se ha determinado la actividad de quercetina
3-metiléter en ratones con dafio inducido con acetaminofén; donde se observo
una reduccion del 34 % de dafio (Kupeli & cols., 2006). Por otra parte se ha
reportado que algunas tipos de chalconas presentan un riesgo de
hepatotoxicidad y que pueden actuar en sinergismo junto con algunos

inductores de dafio como el acetaminofén.

Ademas se observo en los resultados del ensayo de hepatoproteccion que la
silibinina presentaba un patron inverso a la dosis-respuesta encontrado en los
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compuestos aislados; ya que a menor concentracion, mayor era el efecto
hepatoprotector. Sin embargo este patrén se debe a que a concentraciones
altas, la silibinina es toxica por lo que hay mayor produccion de niveles de AST
y se pierde la actividad hepatoprotectora; esto en un lapso de 24 h (Vakili, Z.

& cols, 2018).

Finalmente, en la figura 44 se muestra un resumen visual del aislamiento
biodirigido guiado de la actividad antioxidante debida a la reduccién del DPPH.
Al mismo tiempo, se puede observar el seguimiento del aislamiento desde el
inicio; también los extractos, fracciones y compuestos que presentaron

actividad antioxidante.
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Figura 44. Resumen del aislamiento biodirigido a partir de Centaurea americana.
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5 CONCLUSIONES

La mayoria de los extractos obtenidos presentaron actividad
antioxidante y hepatoprotectora, con excepcion del extracto hexanico.
El extracto de aceto de etilo mostré la mayor actividad antioxidante y
hepatoprotectora.

Se aislaron e identificaron cuatro compuestos a partir del extracto de
acetato de etilo: arctiina, quercitrina, quercetina 3-metiletery 2', 3, 4, 4/,
6'-pentahidroxi-a-metoxi chalcona.

La quercitrina y la mezcla de quercetina 3-metileter y 2', 3, 4, 4', 6'-
pentahidroxi-a-metoxi chalcona presentaron actividad antioxidante,
mientras que-la arctiina no la presenté.

La arctiina y la quercitrina no fueron téxicos en el intervalo probado de
concentraciones (CC50 >1000 pg/Ml).

La mezcla de quercetina 3-metiléter y 2', 3, 4, 4', 6'-pentahidroxi-a-
metoxi chalcona presenté una CC50 de 301.1 + 74.19 pg/mL y se puede
considerar como ligeramente toxica.

Los tres compuestos aislados mostraron actividad hepatoprotectora, sin

embargo, la Silibinina presentdé mejor actividad.
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6 PERSPECTIVAS

Continuar el aislamiento biodirigido del extracto diferencial de aceto de

etilo, e iniciarlo con el butanélico y acuoso.

Determinar el mecanismo por el cual la arctiina presenta actividad

hepatoprotectora.

Probar la actividad biologica de los compuestos aislados en otros

modelos de dafio hepético.
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