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INTRODUCCION

El aprovechamiento de los recursos vegetales ha sido objeto de mdltiples
observaciones y numerosas experiencias acumuladas por diversos grupos étnicos a
través del mundo. Aunque no existen datos que aseguren el valor y extensién del uso
de las plantas medicinales, la Organizaciéon Mundial de la Salud ha calculado que
aproximadamente el 80% de la poblacion mundial hace uso en alguna medida de
éstas para resolver sus necesidades de atencion primaria de salud, ya sea como unico
medio de curacion o como medio alternativo. Por lo tanto, el estudio quimico y
biolégico de los recursos vegetales permite el descubrimiento de principios activos con
accion terapéutica que validan el uso definido de una planta en la medicina tradicional.
Estos principios también pueden constituir nuevas fuentes de materias primas que

contribuyan al desarrollo de la medicina actual.

Dado el bajo porcentaje de estudios fitoquimicos integrados a estudios bioldgicos
realizados en las plantas mexicanas, en los Ultimos afios se ha intentado revalorar y
fomentar los recursos naturales de México, que debido a la diversidad climatica,
permiten una gran riqueza floristica que incluye plantas con propiedades cuyo estudio

permitird un mejor aprovechamiento de los productos naturales.
Justificacion

El género Selaginella contiene plantas con antecedentes de usos biolégicos muy
diversos. En México S. lepidophylla es de gran utilidad en tratamientos tradicionales,
por lo que un estudio quimico-biologico de esta planta podra aportar informacion sobre
su contenido metabdlico, y cierto tipo de respuestas bioldgicas en determinados
ensayos bioldgicos. Con lo anterior se podra contribuir al conocimiento
quimiotaxondmico de esta planta perteneciente a la flora mexicana, validar en su caso

el uso tradicional de la planta y en otros casos, aportar informacion sobre actividades
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biolégicas utiles de la planta en modelos bioldgicos no reportados a la fecha para esta

especie.

Objetivo General

Contribuir al conocimiento e informacion del contenido metabdlico secundario, asi
como de las propiedades quimicas, citotoxicas, antimicrobianas y de inhibicion de
crecimiento vegetal por parte de los extractos y metabolitos secundarios contenidos en

la especie Selaginella lepidophylla (Hook & Grev.) Spring.

Objetivos Especificos

1. Recopilar la informacién bibliografica sobre las propiedades fisicas, quimicas y
biolégicas de los componentes de Selaginella lepidophylla y de otras especies que
pertenecen al género Selaginella.

2. Obtener el extracto CHCI3:MeOH y por particion de éste, el extracto hexanico, el de
acetato de etilo y el n-butandlico de la planta entera.

3. Realizar las pruebas de actividad de los extractos en los diferentes modelos
biolégicos propuestos en el objetivo general.

4. Fraccionar los extractos que presenten actividad, mediante métodos
cromatogréficos.

5. Aislar y purificar los metabolitos secundarios de las fracciones activas.

Evaluar el potencial biologico de las fracciones y metabolitos secundarios de S.
lepidophylla mediante pruebas de toxicidad para Artemia salina, la capacidad
citotoxica en las lineas celulares KB y HEP-2, pruebas antimicrobianas y pruebas
de inhibicion de crecimiento vegetal.

7. Establecer la estructura molecular de los metabolitos secundarios por métodos

espectroscopicos y espectrometricos.
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|. GENERALIDADES

A. Familia Selaginellaceae

La familia Selaginellaceae consiste de un solo género, Selaginella. Se encuentra
en el grupo de plantas criptbgamas vasculares y se les conoce como “licopodios
pequefios” debido a la similitud morfoldgica con las plantas Lycopodiales. Esta familia
es el unico miembro dentro del orden Selaginelalles; junto con las plantas
Lycopodiales, Lipodendrales y las lIsoetales conforman la clase Lycopodiopsida.
Segun el sistema de clasificacion de Engler, la clase mencionada pertenece a la
division Pteridophyta, sin embargo, en recientes clasificaciones la dicha clase

pertenece a la division Lycopodiophyta o también denominada Tracheophyta.

Dentro de la familia, unas especies poseen tallos postrados y otras los tienen
erguidos y delgados. El sistema vascular de los tallos se constituye por una o varias
ramificaciones con bifurcaciones desiguales y sin crecimiento en el espesor. El tallo se
encuentra recubierto por hojas pequefias en cuatro hileras longitudinales, pueden estar
dispuestas en forma helicoidal o con frecuencia se encuentran decusadas. Las hojas
se caracterizan por la presencia de una pequefa ligula a la base del haz y es de
consistencia membranosa; éste 6rgano se encarga de captar el agua y facilita la rapida

absorcién de las gotas de lluvia.?

Las selaginelas son plantas heterospodricas, es decir, que son capaces de
producir dos tipos de esporas; ademas, tienen protalos (gametofitos)
extraordinariamente pequefios. Los 6rganos que contienen las esporas, denominados
esporofilos, se encuentran en la extremidad de las ramas en forma de flores apicales.

Cada esporofilo lleva s6lo un microsporangio o un macrosporangio que nace del tallo

Nason. 1980. Biologia, pp. 323, 347. Bases de datos: ITIS (Integrated Taxonomic Information System)
<http:/Mmmw.itis.gov> y USDA (United States Department of Agriculture), natural resources conservation source
<http://plants.usda.gov>

Rost, et al. 1985. Boténica: Introduccion a la Biologia Vegetal, pp. 338, 339.
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por encima de la base de la hoja, y aunque estan separados, se encuentran en la
misma planta; cada protalo femenino forma cuatro esporas grandes (macrosporas) vy el

masculino origina muchas esporas pequefias (microsporas).®
B. Género Selaginella

Las plantas herbaceas del género Selaginella varian de tamafo pequefio a
moderado, son mas de 700 especies las que conforman el género y estan
ampliamente distribuidas en el mundo, pero abundan en las zonas tropicales y unas
cuantas se extienden en las altas latitudes del norte y del sur. Algunas especies estan
adaptadas a soportar ciertos periodos de sequia, por lo que pueden crecer sin

problema, en lugares relativamente secos.*

Algunas especies se cultivan en invernaderos como plantas ornamentales, pero
la principal utilidad estd en la medicina tradicional. Se ha reportado su uso en el
tratamiento de diversos padecimientos como: diabetes, gastritis, cancer, problemas
cardiovasculares, hepatitis, enfermedades de piel, infecciones del tracto urinario y se
han utilizado como antiinflamatorios. En su composicion quimica, estas plantas tienen
compuestos tales como glucésidos, alcaloides, lignanos y son ricos en flavonoides. En

la Tabla 1 se muestran algunas de las especies investigadas fitoquimicamente.
C. Caracteristicas de Selaginella lepidophylla

1. Nombres comunes

En México, la planta Selaginella lepidophylla Spring recibe otros nombres
comunes, tales como: doradilla, coralilla, flor de piedra, flor de pefia, Flor de tierra y
siempreviva. En la lengua nahuatl: yamanquitexéchitl, tequequetzal (Morelos),

texochitl (Guerrero) y much-k'ok (Michoacan y Yucatan), jodt'nborra y te’tesawam

8 Strasburger, et al. 1953. Tratado de Botanica, p. 395, 396.
* Rost, op. cit., p. 338.
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(Sonora), donido (Hidalgo), ndoto kuu (Oaxaca).’

denominada: flower of stone, rose of Jericho o resurrection plant.®
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Y en inglés, la especie es

Tabla 1. Estudios fitoquimicos en especies del género Selaginella.
Especie Metabolitos secundarios Usos y/o Actividad Referencias
Amentoflavona, hinoguiflavona. bilobetina,
Selaginella | sequiaflavona, heveaflavona, neocriptomerina, | Regeneracion de energia | Swamy, et al.
bryopteris derivados de dihidrohinoquiflavona y de y vitalidad. 2006.
dihidroamentoflavona.
Amentoflavona, 3',3'-binaringenina, 5”,7"-
Selaginella dihidroxi-2"-fenoxicromonil-(3",4’)-naringenina, Regeneracion de energia | Swamy, et al.
chrysocaulos | naringeninil-(4™-O-3)-kamferol, 8"- y vitalidad. 2006.
metilnaringeninil-(4"-O-3)-kamferol.
Selaginella Robustaflavona, amentoflavona, &cidos
a9 cafeoilquinicos, derivados metoxilados de: Actividad citotoxica. Lin, et al, 2000.
delicatula o i
robustaflavona y de 2”,3"-dihidrorobustaflavona.
Selaginella Robustaflavona, amentoflavona, Para,e'pllepsm}. De ,efgcto Lopez Saez, et
. ) : narcotico. Antihelmintico,
denticulada | hinoquiflavona. . P al. 1995.
antiespasmaodico
) Para enfermedades
Acido siquimico, fenilpropanonas, alcaloides cardiovasculares,
glicosidicos de tipo hordenina; lignanos: (-)- bactericida. Fuerte Lin, et al. 1987.
Selaginella lirioresinol A, (-)-lirioresinol B, (+)-wikstromol, (-)- | actividad citotoxica in Lin, et al. 1993.
doederleinii | nortraquelosido, (+)-matairesinol A; vitro. Antimutagénico Sun, et al
amentoflavona, heveaflavona y derivados contra mutaciones en 1997.
metoxilados de amentoflavona Salmonella typhimurium.
Antitumoral en ratones
Robustaflavona, amentoflavona, hinoquiflavona, L
. . . : A Enfermedades urinarias, .
Selaginella isocriptomerina, heveaflavona, trimetileter de diarrea. malestares Qasim, et al.
lepidophylla | hinoquiflavona, 5',5"-dihidroxi-7,7",4',4™- o 1985.
) hepaticos.
tetrametoxiamentoflavona.
Amentoflavona, ginkgetina, podocarpusflavona E:;?o?%n?;;eaﬁe atitis Sun, et al
Selaginella | A, kayaflavona, 7,4',7",4"- gias, nep 1997.
I : . agudas. Actividad
moellendirffii | tetrametoxiamentoflavona. f-sitosterol, SR Evans &
isopimpelina citotoxica contra - Raffauf. 1990
adenocarcinoma ovarico. ' )
Selagme]la Robustaflavona, amentoflavona, hinoquiflavona. Parg tratar e,pl!epsua. Lopez Saez, et
selaginoides Antiespasmédico. al. 1995.
Promueve la circulaciéon y | Swamy, et al.
Selaginella | Amentoflavona, sotetsuflavona, isocriptomerina, | estimula la descarga 2006.
tamariscina | hinoquiflavona. menstrual. Sun, et al
Antineoplésico. 1997.
Isocriptomerina, tetracetil isocriptomerina,
Selaginella robustaflavona, bilobetina, 2”,3"- Actividad citotoxica en Siva, et al
willdenowii dihidroisocriptomerina, 4',7"-di-O- células de colon Col 2 1995.

metilamentoflavona, 7”-O-metilrobustaflavona.

1994. Flora Medicinal Indigena de México, pp. 113, 186, 794, 1396.

etymology, p. 2451.

Argueta, et al. 1994. Atlas de las Plantas de la Medicina Tradicional Mexicana, p. 575 e Instituto Nacional Indigenista.

Quattrocchi. 2000. CRC World Dictionary of Plant Names. Common names, scientific names, eponyms, synonyms and
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2. Clasificacion taxondmica

Como se menciond, con base en los recientes sistemas de clasificacion
taxondmica, las plantas selaginelas ya no forman parte del conocido grupo de plantas
pteridofitas, sino que se encuentran dentro de las traqueofitas.” A continuacion, en la
Tabla 2 se detalla la clasificacion taxonémica de la especie Selaginella lepidophylla
(Hook & Grev.) Spring, de acuerdo con Adolf Engler, en su libro Syllabus der

Pflanzenfamilien (1924), y a las recientes clasificaciones.

Tabla 2. Clasificacion taxonémica
Adolf Engler ITIS?

Reino Plantae Plantae
Subreino Embryophyta asiphonogama Tracheobionta
Divisién Pteridophyta Lycopodiophyta
Clase Lycopodiopsida Lycopodiopsida
Orden Selaginellales Selaginellales
Familia Selaginellaceae Selaginellaceae
Género Selaginella Selaginella Beauv.
Especie Selaginella lepidophylla Selaginella lepidophylla

% Base de datos: ITIS (Integrated Taxonomic Information System) <http:/Avww.itis.gov>

3. Caracteristicas botanicas

Selaginella lepidophylla Spring (Figura 1) es una planta herbacea de tamafio
pequefo, de raiz fibrosa y pese a que en apariencia no tiene tallo, los presenta en
manojos duros, por lo regular, miden de 10 a 12 cm de largo y de 0.5 a 1 cm de ancho.
Tiene frondas verdes muy divididas y dispuestas en rosetas. Los tallos estan cubiertos
por dos hileras de hojas grandes y dos de hojas pequefas, son fuertes, densamente

imbricadas, escariosas en sus margenes y es de color verde claro por el revés.®

7 Nason, op. cit., pp. 323, 341, 343.
8 sanchez Sanchez. 1958. Las Excursiones Botanicas en el Distrito Federal, p. 66. y M. Martinez. 1979. Catalogo de
Nombres Vulgares y Cientificos de Plantas Mexicanas, p. 317.
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¥

Figural. Selaginella lepidophylla

Este vegetal al igual que todas las plantas reviviscentes, presenta propiedades
poikilohidricas, es decir, que se encuentra en equilibrio con la humedad atmosférica;
cuando se deshidrata, en los periodos de sequia, como se observa en la Figura 2, los
tallos se cierran y enrollan para formar una bola de alrededor de 10 cm de diametro,
con apariencia dorada, de ahi el nombre comun de Doradilla; y cuando nuevamente
tiene contacto con la humedad, las ramas reverdecen y se vuelven a extender. Por lo
tanto, puede permanecer varios afios en estado latente por desecacion extrema y al
disponer de agua, ademas de recobrar su apariencia herbacea, también reanuda sus

funciones normales.

Figura 2. Planta deshidratada
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4. Distribucioén

El origen de Selaginella lepidophylla es desconocido, los primeros reportes en
México, aparecen en el siglo XVI, Martin de la Cruz la indica para la contraccion de la
rodilla y en el Codice Florentino se menciona sin informar el uso. La planta habita
donde hay climas calido, semicalido, seco, semiseco y templado, desde los 600 y
hasta 2800 m sobre el nivel del mar. Crece en lugares pedregosos, sobre las pefias y
en las oquedades que quedan entre las rocas, esta asociada a bosques tropicales, a
matorral xer6filo, a bosques de encino, de pino y mixtos.®

De acuerdo a la literatura, la especie se localiza en gran parte del territorio
nacional (Figura 3); Mickel y Smith (2004)" mencionan que la distribucién es conocida
en los estados de Baja California, Baja California Sur, Chihuahua, Coahuila, Colima,
Durango, Nuevo Ledn, San Luis Potosi, Sonora, Sinaloa, Durango, Jalisco, Nayarit,
Puebla, Querétaro, Tamaulipas, Zacatecas, Guerrero, Distrito Federal y en el mismo
afio, mediante un estudio etnobotanico™ se logré el registro de la especie en Tlaxcala.
La planta también se encuentra distribuida en los estados de Aguascalientes,

Michoacan, Guanajuato, Hidalgo, Morelos, Oaxaca y Veracruz.*

Figura 3. Distribucién en México

o Argueta, loc. cit.

10 Citado en: Vazquez, et al. 2005. Polibotanica, p. 108.
n Vazquez, op. cit., p. 114.
12 Marquez, et al. 1999. Plantas Medicinales de México Il. Composicién, usos y actividad biolégica, p. 69.
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Cerca del territorio nacional, la planta habita en Texas, y en el continente asiatico

se localiza en la India y en China.

5. Propiedades medicinales

La Doradilla se utiliza para el tratamiento de varios males populares. En Baja
California para el “mal de orin”. En Oaxaca, para la “enfermedad del nahual”, descrita
como el dolor de rayo o espanto de lluvia, el enfermo presenta dolor del cuerpo,
cansancio y dolor de cabeza. En el siglo XVII, Juan de Esteyneffer la indicé contra “el
vahido, la destemplanza del higado, obstruccion hepatica, melancolia hipocondriaca,
para el tratamiento de las coartanas y en el morbo géalico”. En Veracruz, se usa para la
“quemazon”, referida como enfermedad en los niflos, que se caracteriza por diarreas

que pueden durar un mes, el nifio se hincha y aparecen manchas moradas.*

En general, es til como antirrenopatico y diurético en caso de rifiones
inflamados, cistitis, calculos renales, dolor de cintura, de espalda, cuando hay
obstruccion de orina e irritacion de los rifiones. Ayuda en trastornos digestivos como
inflamacién de estdmago, Ulcera, dispepsia, irritacién del higado, corajes, espanto,
calculos biliares. También se indica para la tos, bronquitis, tosferina, para expulsar la
placenta, reumas, corazon, purificar la sangre, contra parasitosis, tirisia negra. En
Sonora se usa como anticonceptivo™ y para interrumpir la menstruacién durante dos o
tres meses. Sin embargo, la Sociedad Farmaceéutica de México indica el uso de la
planta como detersivo, eupéptico, diurético, en padecimientos hepaticos y en caso de
dolor en los rifiones.*

6. Antecedentes fitoquimicos

Los estudios que se refieren a la composicion quimica de S. lepidophylla son
escasos. Luis de Escurdia menciona en su composicion: aceite fijo, acido organico,

clorofila, glucosa, goma, albumina, materia colorante, acido carbonico, acido salicilico,

B Argueta, loc. cit.
1 Instituto Nacional Indigenista. op. cit., p. 186.
15 Argueta. loc. cit.
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sulfdrico, clorhidrico y fosférico, sosa, potasa, cal, magnesia y fierro."* También se han
aislado otros metabolitos secundarios: sacaridos, tetrahidrofurano y se han identificado
por cromatografia en capa fina los flavonoides: amentoflavona, robustaflavona,
hinoquiflavona, isocriptomerina, heveaflavona, trimetileter de hinoquiflavona y 5’,5”-
dihidroxi-7,7”,4’,4""-tetrametoxiamentoflavona.*’

La investigacion farmacoldgica de la planta sdlo ha podido comprobar que tiene
poca actividad inhibidora de la respuesta contractil de Gtero, ileon y duodeno de rata.*®
También se observo la ausencia de actividad antibidtica del extracto etandlico de la
planta completa sobre Staphylococcus aureus, Bacilus subtilis, Streptococcus faecalis,
Escherichia coli y Candida albicans.*

D. Flavonoides y biflavonoides
1. Estructura quimica

Dentro de los metabolitos secundarios de las plantas se encuentra un grupo de
compuestos polifendlicos, denominados flavonoides, la palabra proviene del latin
flavus, amarillo, y aunque la mayoria de los compuestos son de color amarillo, también
los hay incoloros, de color rojo, violeta o azul. En la Figura 4 se muestra la estructura
base, como un esqueleto del tipo Cs-C3-Cg, con dos anillos arométicos, A y B, unidos a
través de una cadena de tres atomos de carbono. Como se observa en la Figura 5, la

numeracion de la estructura comienza en el oxigeno del anillo C.

Figura 4. Estructura Cs-C3-Cs

6 Martinez. 1989. Las plantas Medicinales de México, pp. 124-125.
w Qasim. 1985. Indian Journal of Chemistry, p. 85.

18 Marquez, loc. cit.

19 Argueta, op. cit., p. 576.

10
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Figura5. Numeracion

2. Clasificacion de los flavonoides®

Los flavonoides naturales que conservan su esqueleto pueden clasificarse, segun
las variantes estructurales que presenta la cadena central C3, las isomerizaciones y los
grupos funcionales que les son adicionados. Entre los principales grupos estan las
flavonas, flavonoles, flavanonas, flavanonoles, flavandioles, antocianidinas, auronas,

chalconas, catequinas y epicatequinas, los cuales se observan en la Figura 6.

Flavonas Flavonoles
94 = 94 -
OH OH
(@] (@] OH
Flavanonas Flavanonoles Flavandioles
® :
A oY i
9@
(@] (@]
Chalconas Auronas Antocianidinas

Soadile s ne

(+) Catequinas (-) Epicatequinas

Figura 6. Estructuras basicas de varios tipos de flavonoides

% Harborne, et al. (eds). 1975. The Flavonoids.

11
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En las plantas, se ha demostrado que los flavonoides se encuentran ligados a
otro tipo de moléculas. La combinacion nucleo flavonoide basico mas una o mas
unidades de carbohidratos, se denomina glicésido, la composicion flavonoide-lignano
se llama flavonolignano y cuando no estan unidos a carbohidratos se les denomina

agliconas flavonoides.

3. Propiedades fisicas

Los flavonoides en las plantas se encuentran en forma libre, como glicésidos,
sulfatos y algunas veces como dimeros y polimeros. Los glicésidos pueden ser de dos
clases: con los carbohidratos ligados a través de atomos de oxigeno (enlace
hemiacetal) como O-glicosidos; o con los carbohidratos ligados mediante enlaces C-C,
es decir como C-glicosidos. Las antocianidinas se encuentran como sales con
diferentes coloraciones. Las propiedades fisicas dependen de la clase de flavonoide y
su forma (libre, glicésido o sulfato). Por ejemplo, las flavonas, flavonoles y auronas,
debido a su sistema conjugado, son compuestos sélidos con colores que comprenden
desde el amarillo muy tenue hasta el rojo. Las antocianidinas son de colores rojo
intenso, morado, violeta y azul. Las flavanonas y flavanonoles presentan rotaciéon
Optica debido al carbono quiral C-2. Los glicésidos son en general, sélidos amorfos,
mientras que las agliconas y los flavonoides altamente metoxilados son cristalinos.

La solubilidad depende de la forma en que se encuentren, del nimero y clase de
los sustituyentes presentes. Los glicésidos, las antocianidinas y los sulfatos son
solubles en agua y alcohol. Las agliconas flavonoides altamente hidroxiladas son
solubles en alcohol (etanol, metanol y n-butanol), mientras que las poco hidroxiladas lo
son en disolventes del tipo éter etilico, acetato de etilo y acetona. Las agliconas
flavonoides muy metoxiladas son solubles en disolventes menos polares como el éter
de petréleo y el cloroformo. Los flavonoides con hidroxilos fendlicos son solubles en
soluciones alcalinas, pero algunos altamente hidroxilados se descomponen por accion
de las bases fuertes, un hecho que permite reconocerlos y diferenciarlos de otros, y

gue anteriormente se ha utilizado para su elucidacion estructural.

12
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4. Biosintesis®

Los flavonoides son de biogénesis mixta: el anillo A proviene de la ruta de los
policétidos, el anillo B y la cadena C3 se originan de la ruta del acido siquimico. En la

Figura 7, se esquematizan los siguientes pasos:

1. La biosintesis inicia con la ruta del &cido siquimico, por condensacion de los
metabolitos primarios, eritrosa 4-fosfato y el fosfoenol piruvato (PEP), por
diversas modificaciones se obtiene el &cido siquimico; a partir del cual se forma el
precursor de aminoacidos aromaticos, el acido corismico, y conduce a la

formacion del aminoacido fenilalanina.

2. El siguiente paso es la eliminacién del amonio de la fenilalanina por accién de la

enzima fenilalanina amonioliasa (PAL) para dar origen al &cido cinamico.

3. El acido cinamico es transformado en &cido 4-hidroxicinamico (o &cido p-
cumarico) por acciéon de la enzima cinamato 4-hidroxilasa (C4H), que se encarga

de incorporar un grupo hidroxilo a nivel de anillo aromatico

4. Posteriormente, con la incorporacion de una unidad de acetil-CoA, la enzima 4-

hidroxicinamato-CoA-ligasa (4HCL) da origen al precursor 4-hidroxicinamoil-CoA.

5. Por la ruta de los policétidos, se forma un policétido intermediario con la union de
4-hidroxicinamoil-CoA, (unidad iniciadora), y 3 unidades de malonil-CoA, (unidad

extendedora).

6. Con la accién de la chalcona sintetasa, el policétido se cicliza por condensacion

alddlica, para dar origen al anillo A y formar una chalcona.

7. Las flavanonas se forman con un ataque nucleofilico tipo Michael del hidroxilo

sobre la cetona a, B-insaturada.

2L Dewick. 2002. Medicinal Natural Products, a Biosynthetic Approach, pp. 121-152.
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PAL: fenilalanina amonioliasa, C4H: cinamato 4-hidroxilasa, 4HCL: 4-hidroxicinamato-CoA-ligasa, PR: policétido
reductasa, ChS: chalcona sintetasa, Chl: chalcona isomerasa, FS 1y 2: flavona sintetasa 1 y 2, FH: flavanona
3-hidroxilasa, FLS: flavonol sintetasa, DFR: dihidroxiflavonol 4-reductasa, ANS: antocianidina sintetasa.

Figura 7. Biogénesis de flavonoides
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Las chalconas pueden dar lugar a las auronas y a las flavanonas, y a partir de
éstas, mediante la accién de diversas enzimas, se originan otros tipos de flavonoides
(Figura 7). El numero de flavonoides diferentes es elevado si se considera que diez de
los carbonos del esqueleto pueden ser sustituidos por una variedad de grupos, que a

su vez pueden ser hidroxilados, metoxilados, metilados, isoprenilados, benzilados etc.

5. Funcién en las plantas

Los flavonoides se biosintetizan en todas las plantas del taxdn Embryophyta y
también en algunas algas Charophyta; aunque comparten la via biosintética central,
poseen una gran variabilidad en la composicion quimica de sus productos finales y en
los mecanismos de regulaciébn de su biosintesis, por lo que la composiciéon y
concentracion de flavonoides es muy variable entre especies y en respuesta al
ambiente. Se sintetizan en el citoplasma y luego migran hacia su destino final en las
vacuolas celulares. Cumplen funciones metabdlicas importantes en las plantas,

algunas son comunes a todas ellas y otras son especificas de algunos taxones.

Las chalconas intervienen en la estimulacién de la polinizacién porque inducen el
desarrollo de colores en el espectro visible y UV al atraer insectos. Las flavonas son
amarillas y pueden estar en flores, dan color amarillo a los pétalos, o frutos, como en la
piel de las uvas, son responsables del color amarillento de los vinos blancos. Los
flavonoles suelen ser incoloros o amarillos y se encuentran en hojas y flores, un
ejemplo es el kamferol, que protege a la planta de la luz UV. Las antocianidinas,
pigmentos hidrosolubles presentes en el liquido vacuolar de las células, son
responsables de las coloraciones rojas, azules y violetas de las flores y hojas, también

contribuyen al sabor astringente del té.

En general, entre las funciones mas importantes de los flavonoides en las

plantas, se encuentran:

15
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% Proteccion ante la luz UV. Los flavonoides incoloros suelen acumularse en las
capas mas superficiales de las plantas y captan hasta el 90% de las radiaciones UV,

asi impiden los efectos nocivos de éstas en los tejidos internos.

* Defensa contra herbivoros. Algunas antocianidinas, protegen a las plantas al

generar sabores o texturas desagradables para los herbivoros.

% Atraccion de animales polinizadores. Muchos flavonoides son componentes de los
pigmentos de las flores y hojas que confieren coloraciones atrayentes de insectos,
por lo que atraen a los polinizadores hacia las flores y con esto, la preservacion de

especies vegetales.

% Atraccion de presas. Las plantas carnivoras, como la Drosera y la Dionea, poseen
antocianidinas en sus flores y hojas, que cumplen una funcién de atraccion de los

insectos que les sirven de alimento.

% Atraccion de animales dispersores de semillas y frutos. Algunos flavonoides
confieren aromas y colores a los frutos que los hacen mas apetecibles para los

herbivoros que cumplen la funcion de dispersion de las semillas.

6. Biflavonoides

Estos compuestos son dimeros de flavonoides, la estructura normalmente se
constituye por monémeros del mismo tipo, pero pueden ser diferentes. La formacién
de los biflavonoides se debe al acoplamiento oxidativo de dos unidades de chalcona y

a la modificacién del carbono central C; (Figura 8).%

En los biflavonoides conocidos, la unidon de los mondmeros puede ser de dos
tipos: bifenilo (I) o bifenil éter (11).** El tipo | incluye a los biflavonoides del grupo

agatisflavona, cuya unién C-C se da entre C-6 y C-8”, el grupo cupresulflavona se une

2 Harborne, op. cit., part 2, pp. 693-696.
% |bid., pp. 159-161.
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entre C-8 y C-8", el grupo amentoflavona, en donde la unién se da entre C-3' y C-8";

los biflavonoides del grupo robustaflavona se unen en C-3' y C-6" (Figura 9).

O " ‘ " OH OH
OH O
narlngenm{:halcona

”° O” @ g °

C + D Grupo Ochnaflavona

C +B Grupo Hinoquiflavona

D+B OH O
Grupo Amentoflavona

Figura 8. Biosintesis de biflavonoides
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ORq O OR, O
Grupo Cupresulflavona

Grupo Amentoflavona Grupo Robustaflavona
R1, R2, R3, R4, Rs, Re =H o Me

Figura 9. Biflavonoides tipo |

Entre los biflavonoides del tipo Il se encuantra el grupo hinoquiflavona donde la
union C-O-C se da en C-4’ - C-6” y el grupo ochnaflavona se une entre C-4' y C-3™
(Figura 10).

OR; O
Grupo Hinoquiflavona Grupo Ochnaflavona

Rl, Rz, R3, R4, R5 =Ho Me

Figura 10. Biflavonoides tipo I
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Los biflavonoides se acumulan en grandes cantidades en numerosas plantas, son
caracteristicos en las plantas gimnospermas, con la excepcion de las panaceas y las
gnetales, pero también se encuentran en varias angiospermas y en algunas de las

primitivas plantas vasculares, tales como las psilotales y selaginelales.*

7. Aplicaciones®

Los flavonoides son protectores del dafio causado por oxidantes como los rayos
UV, la polucion (minerales tdéxicos como plomo y mercurio) y agentes quimicos
presentes en los alimentos (colorantes, conservadores, etc.), entre otros. Al limitar la
accion de los radicales libres, reducen el riesgo de cancer, mejoran los sintomas
alérgicos y de artritis, aumentan la actividad de la vitamina C, bloquean la progresion
de las cataratas y la degeneracion muscular, evitan el calor caracteristico de la
menopausia y combaten otros sintomas. Sus efectos en los humanos pueden

clasificarse en:

* Propiedades anticancerosas: muchos han demostrado ser eficaces en la inhibicion

del crecimiento de las células cancerosas.

* Sistema cardiovascular: regulan la permeabilidad capilar. Muchos incrementan la
resistencia de los capilares al mejorar la accion de la vitamina C, por lo que resultan
adecuados para prevenir sangrados; estos efectos ayudan a proteger contra
infecciones y enfermedades de los vasos sanguineos. Los flavonoides también
ejercen una accion relajante del masculo liso, lo que lleva a la disminucion de la
presion sanguinea y mejora la circulacion del corazén. Pueden evitar la oxidacion
del colesterol LDL, lo que a su vez previene la formacion de la placa

arterioesclerdtica. Algunos poseen capacidad antitrombaotica.

* Proteccion del higado: algunos flavonoides han demostrado disminuir la
probabilidad de enfermedades en el higado, la silimarina protege y regenera el

higado durante la hepatitis.

2 Harborne. 1994. The Flavonoids: Advances in Research Since 1986, pp. 120-123, y Harborne, 1975, op. cit., p. 727.
% Dewick, op. cit., pp. 150-151.
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% Proteccion del estdbmago: ciertos flavonoides, como la quercetina, la rutina y el

kamferol, tienen propiedades antiulcéricas al proteger la mucosa gastrica.

¥ Antiinflamatorios y analgésicos: este efecto se debe a los efectos antioxidantes y a
la capacidad de actuar contra las histaminas y otros mediadores de los procesos

inflamatorios como son las prostaglandinas y los leucotrienos.

* Antimicrobianos: isoflavonoides y furanocumarinas han demostrado tener

propiedades antibacterianas, antivirales y antifingicas.

Los flavonoides también son de gran interés econémico para los cultivadores de
plantas ornamentales (como las orquideas), que manipulan el ambiente de las plantas

para aumentar la concentracion de flavonoides que dan el color a las hojas y flores.

E. Alelopatia®

Rice” define el término alelopatia como cualquier efecto(s): directo o indirecto, de
estimulacion o inhibicion, mediado por un compuesto quimico liberado al medio

ambiente por una planta superior 0 microorganismo.

Las interacciones alelopaticas se basan, principalmente, en la produccién de
metabolitos secundarios de las plantas para crear cambios biolégicos. Se han
disefiado bioensayos para evaluar las diferentes interacciones, por ejemplo, ensayos
de fitotoxicidad para estudiar la interaccion de los metabolitos de plantas con otros
vegetales, y de patogenicidad para la interaccion de metabolitos microbianos con otros

organismos.

Es importante estudiar los aleloquimicos porque su identificacion puede ayudar a
explicar las interacciones de las plantas (o microbios) en un sistema ecolégico, permite
evaluar su potencial como herbicidas o reguladores del crecimiento de plantas (PGR'’s,

Plant Growth Regulators). También pueden desarrollarse cosechas que produzcan

2 Hoagland, et al. 2004. Allelopathy, Chemistry and Mode of Action of Allelochemicals, pp. 315-328.
%" Citado en: Reigosa, et al. 2006. Allelopathy, a Physological Process with Ecological Implications, p. 229.
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aleloquimicos que se aprovechen para suprimir el crecimiento de malezas indeseables

en cultivos de interés econdmico o ecoldgico.

Los bioensayos juegan un papel significativo en la determinacién de la actividad,
en la selectividad de especies y en el mecanismo de accion de los compuestos en
cuestion. En general, para las plantas se pueden hacer los siguientes tipos de

ensayos:

Bioensayos de germinacion
Estudios en los que se pruebe el crecimiento de la planta
Andlisis basados en la pigmentacion

Con células u organelos aislados de las plantas

L T . A

Deteccién de la inhibicién de la fotosintesis

F. Herbicidas®

Los herbicidas son productos quimicos que se utilizan para alterar la fisiologia de
las plantas por un periodo de tiempo relativamente largo, dependiendo de la
concentracion, pueden afectar severamente su desarrollo u ocasionar su muerte. Los
plaguicidas son productos que se utilizan para controlar las plagas, y los herbicidas

son plaguicidas que se utilizan para controlar las malezas.

La Sociedad Norteamericana de Ciencia de las Malezas (WSSA) define a las
malezas como aquellas plantas que crecen donde no son deseadas, se caracterizan
por competir con los cultivos por agua, nutrientes y luz; ademas pueden ser
hospederos de plagas y enfermedades, pueden reducir la calidad del producto que se

cosecha.

2 Kogan y Pérez. 2003. Herbicidas. Fundamentos Fisiolégicos y Bioquimicos del Modo de Accién, pp. 22-31.
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G. Fotosintesis®

La fotosintesis es el proceso quimico impulsado por la energia solar en el que se
transforma CO, y H,O en carbohidratos ricos en energia y oxigeno, se lleva a cabo en

los cloroplastos de algas verdes y plantas superiores.
CO, + H,0—2(CH,0)+0, T

La fotosintesis tiene lugar en dos etapas, las reacciones de fase luminosa, en las
que la energia de la luz se utiliza para la sintesis de ATP y NADPH y se llevan a cabo
en la membrana tilacoidal, por otra parte, las reacciones de fase oscura, en la que
estos productos se utilizan para impulsar la sintesis de carbohidratos a partir de CO, y
H,O, tienen lugar en el estroma.

La clorofila es el principal foto-receptor de la fotosintesis. Al inicio, la luz es
absorbida por un sistema de antenas receptoras que constan de clorofila y pigmentos
accesorios. La excitacion resultante migra, por transferencia del exciton hasta

alcanzar a la clorofila del centro de reaccion donde resulta atrapada.

En la Figura 11 se observan las reacciones que se dan en la membrana tilacoidal,
la energia de la luz es capturada por los electrones de las moléculas de clorofila. Los
electrones excitados son transmitidos por medio de una serie de aceptores en la
cadena de transporte electrénico. En este proceso se oxida una molécula de agua y
se libera oxigeno a la atmosfera. Al mismo tiempo los protones bombeados hacia el
interior de la membrana tilacoidal impulsan la produccion de ATP. Los electrones
excitados reducen el NADP* a NADPH, y la energia almacenada se emplea para la
biosintesis de glucosa en el estroma, fuera de la membrana tilacoidal. El diéxido de
carbono de la atmdsfera se combina con un azucar de cinco carbonos para producir, a
través de un intermediario, dos azlcares de tres carbonos y posteriormente la

molécula de glucosa de seis carbonos.*

2 \/oet. 1992. Bioquimica, pp. 628-659.
0 Campbell y Farell. 2004. Bioquimica, pp. 615-627.
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Figura 11. Transporte electrénico de la membrana tilacoidal®

1. Reaccion de Hill

En 1937, Robert Hill descubrié que, al iluminar cloroplastos que carecen de CO,
en presencia de un aceptor de electrones artificial, el ferricianuro, se produce O, con la
reduccion concomitante del aceptor a ferrocianuro. En esta reaccion se demuestra
que el CO, no participa directamente en la produccion de O, al reducirse el
ferrocianuro. La reaccion de Hill, es la fotoreduccion de un aceptor de electrones a
expensas de agua.

H,O + aceptor,,, —~— % O, + aceptor,

oxid
2. Transporte de electrones
Durante la absorcion de la luz participan procesos que se pueden explicar

mediante un modelo denominado esquema Z (Figura 12) que postula que la

fotosintesis que produce oxigeno ocurre mediante las acciones de dos centros de

3 Voet, op. cit., p. 643.
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reaccion fotosintéticos que estan conectados en serie. El Fotosistema Il (FSII) genera
un oxidante fuerte capaz de oxidar el agua y al mismo tiempo, un reductor débil. El
Fotosistema | (FSI) que forma un reductor fuerte para reducir el NADP™ y un oxidante
débil. Ambos fotosistemas interactian para que la transferencia de electrones del H,O
al NADPH se lleve a cabo.

EIY]

402t $H+ o [4Fe- 48] g
(Tlaccide) citf

w04k ’_;::"'--mn

Citocromo
HEMH0 | 0Ee b/ f
+0.8F ).,é.-,_t :
R
OOz AHY 5, oy
+2L g0

Figura 12. Esquema Z de la fotosintesis*

a. Fotosistemalll

La oxidacion de dos moléculas de H,O para formar una molécula de O, requiere
de cuatro electrones y libera cuatro protones del agua en el espacio interno del
tilacoide. El fotosistema Il contiene cuatro iones Mn unidos a una proteina, que forman
un complejo con actividad catalitica, el complejo productor de oxigeno (OEC), que
sigue un ciclo a través de varios estados de oxidacion (estados S), mientras que al
capturar protones y electrones de las dos moléculas de H,O forman O,y 4H". La

ausencia de Ca*" y CI" bloquea la oxidacién del agua y evita la produccién de oxigeno.

% Voet, op. cit., p. 644.
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Una sustancia conocida como Z, se encarga del paso de los electrones del agua
desde el complejo OEC al centro de reaccion del FSII, en donde la especie P680, que
consta de clorofila a, requiere de una longitud de onda menor a 680 nm para excitarse
a P680°. Posteriormente, P680’, transfiere a través de una molécula de clorofila @ un
s6lo electron a una molécula de feofitina a (Pheo a) y después a una cadena de
transportadores electronicos hacia un grupo de moléculas de plastoquinona (Q).
Primeramente el electron pasa al complejo de plastoquinona-Fe(ll), designado Qa a
continuacién, se transportan dos electrones, de uno en uno, a una segunda molécula
de plastoquinona, Qg, que captura dos protones del estroma y se reduce a
plastoquinol, QgH,, que intercambia electrones con el grupo de moléculas de
plastoquinona unidas a membrana (Qgrupo)-

Desde el grupo de plastoquinonas, los electrones se transfieren a través de un
complejo, el citocromo bg/f, que consta de una molécula de citocromo f, un citocromo
bs con dos grupos hemo, una proteina de hierro-azufre y un plastoquinol. Este
complejo también genera parte del gradiente de protones que impulsa la sintesis de
ATP. La transferencia electrénica entre el complejo del citocromo bg/f y el FSI esta

mediada por una proteina de membrana, la plastocianina (PC)

b. Fotosistemal

En el centro de absorcion de fotones del fotosistema | se encuentra el pigmento
fotooxidado P700, que consta de un dimero de moléculas de clorofila a, la
fotooxidacién da lugar a P700°, un oxidante débil, que acepta un electron directamente
de la plastocianina, el cual pasa a una cadena de transportadores. El primero es Ao, un
mondmero de Chl a, el segundo, A;, es la filoquinona; después, el electrén pasa a

través de tres ferredoxinas unidas a membrana, las ferredoxinas X, Ay B.

Los electrones que salen del FSI pueden seguir una de dos rutas alternativas.
Por la ruta no ciclica, los electrones pasan a una ferredoxina soluble, Fd, en el
estroma. La Fd reducida, a su vez, reduce al NADP" por accion de la enzima

ferredoxina-NADP” reductasa y da lugar al producto final de la reaccion luminosa del
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cloroplasto, el NADPH. Por la ruta ciclica los electrones vuelven desde el FSI, a través
del citocromo bg, al grupo de plastoquinonas, y al ser independiente de la accion del

FSII, no resulta en la produccién de O, (Figura 12).

c. Fotofosforilacion

Al final de la reaccion de la fase luminosa, con la liberacion de NADPH, el pH del
espacio tilacoidal disminuye y los cloroplastos generan ATP por acoplamiento de la
disipacion del gradiente de protones. EI complejo enziméatico encargado de la
produccién de ATP, mediante la fosforilacion de ADP es la CFo,CF;-ATP sintetasa, la
parte CFy es lipofilica y CF; hidrofilica (Figura 12). La liberacién de ATP y NADPH en

el estroma, suministra energia para las reacciones en la fase oscura de la fotosintesis.

3. Inhibidores del transporte de electrones

Son inhibidores de la reaccién de Hill aquellos compuestos que en presencia o
ausencia de ADP y Pi o en presencia de NH,4CI, inhiben el transporte de electrones no
ciclico, asi como la sintesis de ATP. El sitio mas susceptible para la accion de estos
compuestos en el flujo de electrones fotosintético, asociado al lado donador o aceptor
del FSII, sobre todo en el sitio Qg. Como ejemplos de inhibidores del transporte de
electrones estan, la hidroxilamina, que inhibe la fotdlisis del agua; el DBMIB (2,5-
dibromo-3-metil-6-isopropil-p-benzoquinona), el cual evita la funcion de Ia
plastoquinona y el DCMU (3-(3,4-dicloro-fenil)-1,1-dimetilurea) que compite con la

plastoquinona por el sitio de fijacion de Qg.

4. Inhibidores de la transferencia de energia

Los inhibidores de la transferencia de energia se unen directamente al complejo
H*-ATPasa del cloroplasto, interfieren con la actividad de CF; y/o CF, e inhiben la
fosforilacion. Un ejemplo es la florizina, la cual disminuye la transferencia de energia,
al interactuar con CF,, inhibe el flujo de electrones dependiente de la fosforilacion, pero
no tiene efecto sobre el transporte desacoplado, ni en condiciones no fosforilantes. La

DCCD (diciclohexilcarbodiimida), inhibe al interactuar con CFy.
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5. Fluorescencia de la clorofila a*

La energia luminosa es absorbida por moléculas de clorofila a y b para la
fotosintesis. Sin embargo, una porcion de la luz absorbida se pierde como calor o por
reemision como fluorescencia. Un foton de luz roja (670 nm) contiene suficiente
energia para excitar a una molécula de clorofila a a su primer estado excitado. La
molécula excitada libera la energia y regresa a su estado basal, lo que sucede en
cerca de 10® s, durante este periodo ocurre una separacién de carga en el centro de
reaccion, es decir, el electron en el nivel de alta energia puede ser transferido a un
aceptor |, para formar un aceptor reducido I', lo que comprende el primer paso de la
fotosintesis. Si la separacion de carga no se lleva a cabo, la energia absorbida es
liberada como calor y/o fluorescencia cuando el electrén excitado regresa al estado
basal.

Bajo condiciones de iluminacion, cerca del 97% de la luz absorbida es utilizada
para realizar el trabajo fotoquimico, 2.5% es transformado en calor y 0.5% es re-
emitido como fluorescencia. Si todos los centros de reaccion estan reducidos, del 95
al 97% de la energia absorbida puede ser desactivada como calor y del 2.5 al 5% via

fluorescencia.

Al iluminar con luz continua las hojas adaptadas a la oscuridad o una suspensién
de hojas de plantas superiores, algas o cianobacterias, se observan cambios
caracteristicos en la intensidad de la fluorescencia de la clorofila a, a estos cambios se
les denomina induccion de la fluorescencia o curva de induccion de la fluorescencia,

también llamada curva de Kaustski.

A las diferentes fases de la curva de induccion de la fluorescencia se les
denomina como O-J-I-P (Figura 13). El aumento de la fluorescencia desde O hasta P
ocurre durante el primer segundo de iluminacion y es llamada la fase rapida. La fase

lenta es después de P y puede tomar algunos minutos antes de llegar a su fase

3 Strasser, et al. 1997. Photochemistry and Photobiology, p. 33-45.
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terminal. La fase rapida esta relacionada con los procesos primarios del FSIl, mientras
que la fase lenta esta relacionada a las interacciones entre los procesos de la

membrana tilacoidal y los procesos metabdlicos en el estroma.
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Cloroplastos adaptados a la oscuridad por 30 minutos. Fo, fluorescencia inicial
minima; Fv, fluorescencia variable; Fm fluorescencia variable maxima = Fm-Fo.
La curva inferior es el control, la superior representa a los cloroplastos dafiados
en el lado aceptor del FSIl con 50 yM de DCMU.

Figura 13. Curva de induccion de la fluorescencia

La cinética de la curva de induccién de la fluorescencia de la fase rapida ha sido
estudiada por Delosme R (1971), las caracteristicas de esta fase con relacién alaluz y
a la temperatura, sugieren que la fase O-J esta controlada por la separacién de carga.
La fluorescencia variable relativa en un tiempo t es definida como Vt = (Ft-Fo)/(Fm-Fo).
Esta expresion experimental puede ser tomada como una medida de la fraccion del

aceptor de electrones Qa que esta en su estado reducido.

Cuando se agrega DCMU, hay un inmediato aumento de la fluorescencia en la
fase rapida; la razon de que esto ocurra es debido a que el DCMU bloquea el flujo de

electrones después del aceptor primario del FSII (Qa ), es decir, inhibe la reoxidaciéon
de Qa .
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. METODOLOGIA

A. Material vegetal

El material vegetal empleado en el desarrollo del presente trabajo (2 Kg de planta
entera de Selaginella lepidophylla Spring), se adquirio en el anexo del Mercado de
Sonora, local 173, en agosto del 2005. La identificacion fue realizada por el Dr. R. Bye
del Jardin Botanico del Instituto de Biologia de la UNAM. Una muestra de referencia
se depositd en la coleccion etnobotanica del Herbario Nacional, Instituto de Biologia,

UNAM. Y otra muestra de 300 g se apart6 para las pruebas de control de calidad.
B. Ensayos bioldgicos

1. Determinacion de la toxicidad para Artemia salina Leach

Los diferentes extractos y fracciones se evaluaron con el ensayo de toxicidad
para el crustaceo Artemia salina Leach*. Para el medio de cultivo se preparé una
solucion de agua de mar comercial con 35 g de medio salino artificial por litro de agua
destilada en un recipiente de vidrio, se filtr6 la solucion, y se burbujeé aire durante 20
min con una bomba de aire para reoxigenar el medio®. Después se adicionaron los
huevecillos de Artemia salina y se incubaron durante 48 horas a 28° C, mediante la

aplicacion de luz natural o artificial.

Las muestras por evaluar se prepararon de la siguiente manera: se pesaron 20
mg de muestra en un tubo de ensayo y se disolvieron en 2 mL del disolvente
apropiado. De la solucion resultante, se transfirieron alicuotas (por triplicado), de 500,
50 y 5 ul a tubos de ensayo y el disolvente se dejé evaporar a temperatura ambiente.

Después de 48 horas de incubacion, se transfirieron 10 crustaceos a cada tubo con

3 Meyer, et al. 1982. Planta Medica, pp. 32-34, y McLaughlin, et al. 1991. Studies in Natural Products, Chemistry.
% Teng. 1993. Bioactive Natural Products. Detection, Isolation and Structural Determination, p. 444.
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muestra y se aforé a 5 mL con medio de cultivo (sin huevecillos, ni larvas) para obtener
una concentracion final de 1000, 100 y 10 ug/mL, respectivamente. Las larvas se
incubaron durante 24 h a 28° C, se contaron los crustaceos sobrevivientes y se calculd

la concentracion a la cual se encuentra una mortandad del 50% de los organismos.

La concentracion letal media (CLsg), se determin6 mediante dos métodos
gréficos, en uno se graficd el nimero de organismos (muertos y vivos acumulados en
el mismo eje) vs. logaritmo de la concentracion, se trazaron las curvas y cuando el
namero de vivos fue igual al nimero de muertos, el punto de interseccion se extrapold
para obtener el valor de CLsp; mediante otro método, se graficO el porciento de
mortalidad vs. logaritmo de la concentracion y por interseccion en el 50%, se
determind el valor de CLso.** El criterio de actividad indica que un extracto y/o fraccion

es activo cuando el valor de CLsp es menor a 1000 ug/mL y en el caso de compuestos

puros debe ser menor a 200 pg/mL.

2. Determinacién de la actividad citotéxica

El potencial citotdxico se determind de acuerdo a procedimientos establecidos por
el Instituto Nacional del Cancer (NCI) de los Estados Unidos (EUA)¥ y a técnicas
descritas previamente®. Las lineas celulares que se utilizaron fueron KB (carcinoma
nasofaringeo), HEP-2 (carcinoma de laringe humano) y HelLa (carcinoma cervical).
Las células se probaron durante la fase logaritmica de su ciclo de crecimiento, frente a
diferentes concentraciones (20, 4, 0.8 y 0.16 ug/mL) de los extractos, fracciones y/o
compuestos puros. El ensayo se realizo por triplicado, las células se incubaron por 72
horas a 37° C y una atmésfera con CO, al 5%. Como control positivo se utilizé

colchicina.

La concentracion final de células se determind por analisis proteico y los

resultados de la actividad se expresan como la concentracion que inhibié el 50% del

% bid., p 447.
37 Anderson, et al. 1991. Phytochemical Analysis, pp. 107-111.
% Geran, et al. 1972. Cancer Chemotherapy Reports, pp. 1-17.
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crecimiento celular (CEsp), los valores se estimaron mediante una grafica
semilogaritmica del porciento de células viables contra la concentracion y se utilizé un
programa de regresion no lineal. Los criterios basados en datos estadisticos
establecen correlaciones de actividad citotoxica cuando un extracto y/o fraccion
presenta su CEsp menor a 20 ug/mL y en compuestos puros debe ser menor a 5

pug/mL.

3. Determinacién de la actividad antimicrobiana

La evaluacion preliminar del potencial antibacteriano y antifingico de los
extractos se realiz0 mediante las técnicas microbiolégicas de difusion y dilucién en

agar.

a. Difusion en agar®

El ensayo se realiz6 por triplicado de acuerdo al método de Kirby-Bauer®, se
utilizaron placas con agar Mdueller-Hinton y se inocularon con los siguientes
microorganismos (50UK): Staphylococcus aureus, Escherichia coli y Pseudomonas
aeruginosa. Se colocaron discos impregnados con diferentes concentraciones (1000,
500 y 100 pg/mL) del extracto CHCI;:MeOH, hexanico, de acetato de etilo y n-
butandlico (disueltos en DMSO), sobre la superficie de la placa de agar y se incubaron
de 24 a 48 horas a 35° C.

Visualmente, se determind el desarrollo del microorganismo y en caso de
presentarse, se valoré el diametro del halo de inhibicion y se compar6é con los

controles. Se utilizo6 DMSO como control negativo y novobiocina como control positivo.

b. Dilucion en agar

Los inoculos de bacterias se prepararon mediante incubacion en caldo nutritivo a

37° C durante 24 horas. La levadura y hongos se desarrollaron en caldo-glucosa

% Obregdn, et al. 2000. Revista Peruana de Medicina Experimental y Salud Publica, pp. 14-15.
40 Bauer, et al. 1966. American Journal of Clinical Pathology, pp. 494-495.
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Sabouraud al 2% y se incubaron a 28° C por 48 horas. Se estandariz6 el nUmero de
microorganismos desarrollado en los cultivos a una concentracién aproximada de 10°
células/mL; se empleo el patron de turbidez #1 de McFarland (0.1 mL de BaCl; al 1% y
9.9 mL de H,SO, al 1%), lo cual se logro al adicionar al tubo de cultivo, solucion salina

isotdnica hasta lograr la misma turbidez.

Se evalué la actividad del extracto CHCI;:MeOH, hexanico, de acetato de etilo, n-
butandlico y del residuo insoluble, frente a las bacterias: Staphylococcus aureus,
Streptococcus faecalis, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Proteus mirabilis y
Salmonella tiphy; la levadura Candida albicans y los hongos Trichophyton
mentagrophytes y Trichophyton rubrum. Como control positivo se utiliz6 para
bacterias, gentamicina; para la levadura, nistatina y para los hongos miconazol. El

rango de concentracion probado fue de 750 a 6000 ug/mL.

La cuantificacion se realizd por el método turbidimétrico. EI valor de la
Concentracién Minima Inhibitoria (CMI) se registré como la concentracion mas baja del
extracto que inhibio visiblemente la proliferacién del microorganismo probado sobre el

agar.*
4. Determinacion del efecto fotosintético

a. Aislamiento de cloroplastos y cuantificacion de clorofila

Los cloroplastos se aislaron de hojas de espinaca (Spinacea oleracea L.), se
escogieron aproximadamente 40 g de hojas frescas y turgentes, que no estuvieran
maltratadas o rotas, se lavaron con cuidado, en una bandeja con agua, después se
elimind el exceso de agua y se secaron con papel absorbente. De las hojas secas se
separaron la nervadura y la punta de la hoja, se fragmentaron cuidadosamente en
pequefios trozos y se homogenizaron en una licuadora (Osterizer L-21) con 250 mL de
medio de aislamiento de cloroplastos® a 4° C, para lo cual, se enfri6 en un bafio de

1 Navarro, et al. 2003. Journal of Ethnopharmacology, p. 86.
42 Medio de aislamiento: sacarosa 400 mM, MgClz-6H20 5 mM, KCI 20 mM vy tricina 30 mM, ajustado a pH 8.0
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hielo. El homogenizado se filtr6 a través de ocho capas de gasa y los cloroplastos se
sedimentaron por centrifugacion durante 5 minutos a 4000 rpm a 4° C (Centrifuga
Sorval Super T21, DUPONT). Después de 5 min de reposo, el sedimento se
resuspendié en 1 mL del mismo medio, se resguardé de la luz, y se mantuvo a 4° C.*®

La cuantificacion de clorofila* se realiz6 por duplicado, se tomé una alicuota de
20 uL de la suspension de cloroplastos y se aforé a 5 mL con acetona al 80%, se
incubd en la oscuridad a 4° C durante 5 min. La suspensién se centrifugé por 7
minutos a 4000 rpm en una centrifuga clinica (Centrifuga EBA 8S, Hettich) para
eliminar las membranas y proteinas precipitadas. El contenido de clorofila se
determiné espectrofotométricamente (espectrofotometro Beckman modelo DU650), al
medir la absorbancia del sobrenadante a dos longitudes de onda, 663 y 645 nm. La

concentracion de clorofila se calcul6 a partir de la siguiente ecuacion:

[Chl]=[8.05( Ay, ) + 20.29( Ay )] % 5

En donde: [Chl] ug de clorofila por mililitro.
8.05y 20.29 Coeficientes de extincion para cada longitud de onda.
A Absorbancia a las longitudes de onda indicadas.
5 Volumen del aforo.

b. Determinacion de la sintesis de ATP

En la sintesis de ATP, a pH 8.0 un proton se consume irreversiblemente, asi, la
formacién de ATP se determind al detectar la alcalinizacién del medio* mediante el
registro de los cambios de pH entre 8.0 y 8.1 en el medio de reaccion con un
microelectrodo (Orion, 8103 Ross) conectado a un potenciometro (Corning, Modelo 12)
de escala expandida. EIl cambio de voltaje generado por los cambios de pH se

transdujeron a un registrador grafico Gilson.

43 Mills, et al. 1980. FEBS Letters, p. 174.
* Strain, et al. 1971. Methods in Enzimology, pp. 473-474.
45 Schwartz. 1968. Nature, pp. 917-918.
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En la cAmara de reaccién se agregaron 3 mL de medio bomba®, 30 uL de ADP 3
mM, 30 uL de fosfato inorganico 3 mM (KH,PQ,), se ajusto6 el pH a 8, se agregd una
alicuota equivalente a 60 ug de clorofila y otra de la muestra evaluada. Con agitacién
constante, se registré el cambio de pH durante un periodo de iluminacién de 1 minuto,
el haz luminoso se paso a través de un filtro de 5 cm de espesor de una solucion de
CuSO0O, al 2%. Este es un método simple que provee una medida real de la sintesis o
de hidrdlisis de ATP. Por lo tanto, la velocidad de sintesis de ATP se calculé con la

siguiente ecuacion:

y_ah
C
En donde: V Velocidad de la sintesis de ATP (umoles de ATP/mg de chl-h).
a umoles de H* utilizados en la titulacion.
h Altura de la curva obtenida durante un minuto de iluminacién (cm).
C Concentracién de clorofila (60 pg).

En la Figura 14, se muestra el sitio de accién en la cadena transportadora de
electrones de los inhibidores (lineas punteadas), donadores y aceptores de electrones

(flechas), utilizados en las reacciones que a continuacion se describen.

c. Determinacién del transporte de electrones

El flujo de electrones fotosintético no ciclico, de agua a MV [Figura 14, (1)], se
determin6 de forma indirecta al monitorear la produccion de oxigeno que se libera
durante la fotdlisis del agua, bajo tres condiciones experimentales: transporte basal,
fosforilante y desacoplado.” El ensayo se realiz6 en presencia de MV, como aceptor
artificial de electrones, la produccion de oxigeno se midié con un oximetro YSI (Yellow

Spring Instrumental) Modelo 5300, y un electrodo tipo Clark.

% Medio bomba: sacarosa 100mM, MgCl,-6H,0 5 mM, KCI 10mM, tricina 1 mM, KCN 0.5 mM y MV 50 uM, pH 8.0.
4" Mezcla de reaccion con 10uL de KOH (0.01N), en presencia de cloroplastos sin iluminar.
8 Saha, et al. 1971. Journal of Biological Chemistry, pp. 3204-3205.
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(1) Transporte de electrones de agua a MV (5) Reaccion parcial del FSII de H.0 a SiMo
(2) Flujo de electrones del FSII de H,O a DCPIP (6) Reaccion parcial del FSIl de DPC a DCPIP
(3) Flujo de electrones del FSI de DCPIPeq 2 MV (7) Reaccion parcial del FSI de PMS a MV

(4) Transporte de electrones del FSI de TMQH; a MV

Figura 14. Reacciones parciales de la cadena transportadora de electrones

La cantidad de oxigeno que se desprende se calculé a partir de las pendientes de
las gréficas obtenidas al registrarse los cambios del potencial redox. La velocidad del

transporte de electrones se obtuvo con la siguiente ecuacion:

ve &
Xt-Xp-C
En donde: V  Velocidad del transporte de electrones (nequiv de e /mg de chl-h).

a 0.4 pequivalentes de Kz[Fe(CN)g] utilizados en la titulacion.®
Xt Altura de la curva obtenida durante un minuto de iluminacion (cm).
Xp Altura de la curva obtenida al consumirse 0.4 pequiv. Kz[Fe(CN)g] (cm).

C Concentracion de clorofila (60 ug).

Para determinar el transporte de electrones basal se agregaron a la camara de
reaccion 3 mL de medio de transporte de electrones® y 60 ug de Chl, a diferentes

concentraciones de la muestra evaluada. El medio se mantuvo en agitacion constante

9 Titulacion: medio de transporte de electrones sin MV, 10 uL de Kz[Fe(CN)s] 40 mM y 60 ug de Chl, se iluminé hasta la
reduccion total del ferricianuro.

%0 Medio Transporte de Electrones: sacarosa 100 mM, MgCl,-5 mM, KCI 10 mM, tricina-KOH 15 mM, KCN 0.5 mM y MV 50
uM, pH 8.0.
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y se ilumind durante 3 minutos, el haz luminoso, se paso a través de una solucion de

CuSOQO,, como en la determinacion de la sintesis de ATP.

El transporte de electrones fosforilante se midié al iluminar los cloroplastos (20

ug/mL) en medio de transporte con ADP 1 mM, KH,PO4 1 mM y la muestra evaluada.

El transporte desacoplado se determiné de forma similar al basal; al emplear
medio de transporte de electrones, clorofila, compuesto y se adicioné NH4Cl 6 mM,

como agente desacoplante.

d. Determinacién del transporte de electrones de los fotosistemas

El transporte de electrones desacoplado del FSII se midié polarograficamente de
H,O a DCPIP [Figura 14, (2)]. Se agregaron a la camara de reaccion 3 mL de medio
de transporte de electrones sin MV, en presencia de DBMIB 1 uM, como inhibidor del
flujo de electrones hacia el FSI a nivel del complejo Cit be/f; DCPIP 100 uM , que
compite con Q como aceptor de electrones; K3[Fe(CN)e] 300 uM y NH4Cl 6 mM.*

La velocidad del flujo de electrones desacoplado del FSI, de DCPIP reducido a
MV [Figura 14, (3)] se determiné de manera similar al transporte basal, con 3 mL del
medio de transporte de electrones con DCMU 10 uM como inhibidor de Qg, para
impedir el flujo de electrones del FSIlI al FSI; DCPIP 100 uM reducido con ascorbato
300 uM, como donador artificial a nivel del complejo Cit bg/f y NH,Cl 6 mM. El aceptor

final de electrones fue el MV .

El flujo de electrones desacoplado del FSI que incluye a la plastoquinona desde
TMQH, a MV [Figura 14, (4)], se determind polarograficamente. En los cloroplastos,
TMQH, soporta la fosforilacion acoplada al flujo de electrones a traves del FSI hasta

MV. La reaccion es totalmente sensible a DBMIB, lo que indica una donacion de

* |zawa. 1980. Methods in Enzymology, pp. 413-420.
%2 Allen, et al. 1986. Photosyntesis, Energy Transduction: a Practical Approach, pp. 103-128.
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electrones de la plastoquinona a la cadena fotosintética.”® EI ensayo se realizé de
manera similar al transporte electronico de DCPIP,q a MV; se utilizd el medio de
transporte de electrones con NH4Cl 6 mM, 200 uM de TMQ reducido (TMQH;) con
ascorbato 300 uM y DCMU 10 uM.

En cada caso se iluminaron los cloroplastos (20 pug/mL) durante 3 minutos, a

diferentes concentraciones de la muestra evaluada.

e. Reacciones parciales del fotosistemal ll

Para la reaccion parcial de H,O a SiMo [Figura 14, (5)], en la camara de reaccion
se colocaron 60 ug de Chl en 3 mL de medio de transporte de electrones sin MV; como
agente desacoplante NH,Cl 6 mM; se utilizo DCMU 10 uM para impedir el paso de
electrones hacia el FSI*® y SiMo 200 uM como aceptor artificial de electrones,

concentraciones crecientes del compuesto a evaluar fueron ensayadas.

El transporte de electrones desacoplado de DPC a DCPIP [Figura 14, (6)] se
determiné por espectrofotometria. Se emplearon cloroplastos tratados con Tris 0.8 M,
pH 8.0, para inhibir la fotolisis del agua. El tratamiento de los cloroplastos se realizo
en la oscuridad, se incubaron los tilacoides (300 ug/mL) en 10 mL de tris, durante 30
minutos a 4°C.* Posteriormente, la suspensién se centrifugd a 10,000 rpm durante 1
minuto, el pellet se resuspendio con 500 uL de medio de aislamiento y se determind el
contenido de clorofila. En una celda espectrofotométrica de 3 mL se colocaron 3 mL
del medio de transporte de electrones sin MV, NH,Cl 6 mM, DPC 200 uM como
donador artificial de electrones, DCPIP 100 uM como aceptor final de electrones, Chl
45 ug y el compuesto estudiado. La mezcla resultante, se agitd, se registro la
absorbancia a 600 nm, se ilumind por 2 minutos, y se midié nuevamente a la misma
longitud de onda. El blanco utilizado fue la misma mezcla de reaccion sin DCPIP. La

velocidad del transporte de electrones se determiné con la siguiente ecuacion:

%3 |zawa, et al. 1978. Biochemical and Biophysical Research Communications, p. 1171.
54 Guiaquinta, et al. 1975. Biochemical and Biophysical Acta, pp. 288-300.
% Vernon, et al. 1969. Plant Physiology, pp. 1645-1646.
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A ldege
~1000-¢-t-C

En donde: V Velocidad del transporte de electrones (uequiv de e /mg de chl-h).

AA  Diferencia de las absorbancias al t=0 y t=2 min.

g Coeficiente de extincion molar (4.6 x 10™).
t Tiempo de iluminacién (2 min).
C Concentracion de clorofila (45 nug).

f. Reacciones parciales del fotosistema |

La reaccion parcial del FSI de P7o0 a Fx se determin6 al medir el transporte de
electrones desde PMS/asc a MV con cloroplastos envenenados [Figura 14, (7)]. Los
cloroplastos (300 ug/mL) se incubaron en la oscuridad con KCN 30 mM (inhibidor del
transporte de electrones a nivel de plastocianina, PC) en medio de transporte basal sin
MV por 30 min a 4 °C.*® Posteriormente, los cloroplastos tratados se centrifugaron a
10,000 rpm durante 1 min, el pellet se resuspendidé con medio de aislamiento y se
determiné el contenido de Chl. En la camara de reaccidn se colocaron 3 mL del medio
de transporte de electrones mas NH,Cl 6 mM, PMS 100 uM reducido con 300 uM de
ascorbato y se afiadi6 DBMIB 1 uM como inhibidor del complejo cit be/f. Los estudios
de resonancia electroparamagnética (EPR) han demostrado que el PMS reducido

interactlia con P79 como donador de electrones al centro de reaccion del FSI.*

Los valores de Isp de cada actividad se extrapolaron con la grafica de porciento de
actividad contra la concentraciéon de los compuestos. Por lo tanto, Isp es la

concentracion a la cual se produce el 50 % de inhibicién de la actividad.

g. Actividad de Mg*-ATPasa

La actividad de la enzima Mg**-ATPasa se determind por métodos previamente

descritos.”® Los cloroplastos se obtuvieron de hojas de espinacas frescas, que fueron

% Quitrakul & Izawa. 1973. Biochimica et Biophysica Acta, pp. 105-106.
57 schwartz. 1968. Nature, p.915.
%8 Mills, op. cit. pp. 173-174.
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homogenizadas durante 5 segundos con 150 mL de medio de aislamiento para
ATPasa,*” el homogenado se filtro a través de 8 capas de gasa, el filtrado se centrifugd
a 4000 rpm durante 3 minutos. El sedimento se lavé con 2 mL de medio de
aislamiento y se centrifug6 a 10,000 rpm durante 1 min. El pellet se reconstituyo con 1

mL de medio de resuspension® y se cuantificé el contenido de clorofila.

Para la activacion de la enzima se adicionaron a 300 ug de Chl, 250 uL de medio
de activacion | y 650 uL del medio de activacion II**. Posteriormente, se ilumind
durante 1.5 minutos con luz actinica, bajo agitacién constante. EIl grado de hidrolisis
de ATP se determind al mezclar 100 uL de cloroplastos activados con 900 uL del
medio® para determinar la actividad de la enzima Mg?*-ATPasa. Este proceso se
realizé en absoluta oscuridad y bajo agitacion.

La reacciéon se suspendié con la adiciéon de 500 pL de &cido tricloroacético al
10%. Las proteinas precipitadas, se eliminaron por centrifugacion durante 5 min a
2000 rpm. El fosfato se cuantificé por el método colorimétrico de Fieske Subbarow.®
Se realizé una curva patron de KH,PO, los resultados del fosfato liberado al
hidrolizarse el ATP se interpolaron en la curva patron para obtener las concentraciones
de Pi. La actividad de la enzima Mg**-ATPasa es proporcional a la concentracién de
Pi liberado.

h. Fluorescencia de la clorofila a

La fluorescencia de la clorofila a se determind a temperatura ambiente con un
fluorbmetro Hansatech Fluoresence Handy PEA (Plant Efficiency Analyser) en
cloroplastos incubados en la oscuridad durante 5 minutos. La maxima fluorescencia
alcanzada por la muestra se gener6 con luz roja (longitud de onda en 650 nm) de 3000

umol/m?.s que emiten un conjunto de tres diodos. La duracién del pulso fue de 2 s.

Medio aislamiento para ATPasa: sorbitol 350 uM, acido ascérbico 5 mM y MES 20 mM, a pH 6.5.

Medio resuspension: sorbitol 0.35 mM, EDTA 2 mM, MgCl,-6H>0 1 mM, MnCl»*4H,O 1 mM y HEPES 50 mM, a pH 7.6.
Medio activacion I: sorbitol 1.2 M y HEPES 15 mM, pH 8.0. Medio de activacion Il: MgCl,-'5 mM y HEPES 15 mM, pH 8.0
Medio de hidrélisis de ATP: KCI 50 mM, MgCl,"6H,0 2 mM y HEPES 15 mM y ATP 2.2 mM, a pH 8.0.

Summer. 1974. Science, 44, p. 414.
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Alicuotas con 20 ug de clorofila se transfirieron por gravedad sobre papel filtro (1
cm?), con un aparato Dot-blot (bio-rad USA), para asegurar una distribucion
homogénea y reproducible de la gota en el papel. Los cloroplastos se introdujeron
inmediatamente a viales que contenian 3 mL de medio de transporte de electrones con
concentraciones crecientes de los compuestos evaluados. Como controles positivos,

se emplearon DCMU 10 uM y cloroplastos tratados con Tris 0.8 M, pH 8.

El instrumento capta automaticamente el rendimiento de fluorescencia de la
clorofila a mediante un diodo filtrante cada 10 us durante los primeros 2 ms. La
fluorescencia va de un valor minimo (Fo) a un valor maximo (Fm) que es indicativo de

la reduccion del aceptor primario (Qa—Qa") por los centros de reaccion del FSII.*

C. Estudio fitoquimico

1. Métodos cromatograficos

La cromatografia de adsorcion en columna abierta se realizd sobre gel de silice,
tamafo de particula de 0.063-0.200 mm, Kieselgel 60, Merck y sobre Sephadex
lipofilico LH-20 100-50, tamafo de particula 25-100 u, Sigma-Aldrich. La separaciéon
por cromatografia en capa fina se realizo en placas de vidrio de 20x20 cm, recubiertas
con silica gel de 1 mm de espesor, DC-FERTIGPLATTEN SIL G-100 UV3s4, Macherey-
Nagel y la cromatografia analitica en cromatofolios de gel de silice 60, de 0.20 mm de
espesor ALUGRAM SIL G/UV,s, Macherey-Nagel. Como reveladores cromatograficos
se emplearon una lampara de luz UV Spectroline Modelo ENF-240c con longitud de
onda de 254 y 365 nm; solucion de sulfato cérico amoniacal [(NH4),Ce(S0,)42H,0] al
1% en acido sulfarico 2 N* y solucién de cloruro de cobalto (CoCl,) al 2% disuelto en

acido sulfurico 2 N.

% Strasser, et al. 1995. Photochemistry and Photobiology, pp. 32-45.
6 stahl & Schorn. 1969. Thin Layer Chromatography-A Laboratory Handbook, p. 384.
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2. Registro de constantes fisicas, espectroscopicas y espectrométricas

Los puntos de fusién se determinaron en un aparato Fisher Johns y se reportan

sin corregir.

Los experimentos espectroscopicos se realizaron en la Unidad de Servicios de

Apoyo a la Investigacion (USAI), Facultad de Quimica, UNAM.

Los espectros en el UV se registraron en un espectrofotometro Schimadzu UV
160 en MeOH. Los espectros de dicroismo circular se registraron en un polarimetro
Jasco J-720, en MeOH. Los de infrarrojo se obtuvieron en un espectrofotometro FTIR
de rejilla, Perkin-Elmer, modelo 1605, en pastilla de KBr o pelicula. Los espectros de
masas, modalidad FAB" de baja resolucion e impacto electrénico, se determinaron en
un espectrometro JEOL SX, modelo 102-A, Hewlett Packard.

Para los compuestos 6d3, 5e y 6b2c, la espectroscopia de RMN se determino a
500 MHz en 'H y a 125 MHz en **C, en un espectrémetro analitico Varian Inova. Para
el compuesto RIAc los espectros se determinaron a 400 MHz para *H y a 100 MHz en
13C, para lo cual se utilizaron espectrémetros analiticos Varian Unity Inova. Como
disolvente se emple6 CDCl; o CD3;COCD; y los desplazamientos quimicos se

designaron en unidades 6 (ppm), referidos a TMS o CDCl; como referencia interna.
3. Reaccion general de acetilacion

Para la obtencion de los productos acetilados, a 100 mg del compuesto o fraccion
se agregaron 1.0 mL de anhidrido acético y 0.3 mL de piridina. La mezcla se dejo
reaccionar con agitacion magnética durante 24 horas, a temperatura ambiente. El

curso de la reaccion se monitore6 mediante cromatografia en capa fina.

Al producto de reaccion se le adicionaron 5.0 g de agua-hielo y se acidulé con

una solucion de HCI al 10%. La mezcla acuosa se extrajo por triplicado con 15 mL de
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acetato de etilo. La fase organica obtenida se extrajo con 3 porciones de 5 mL de una
solucion saturada de NaHCOg3, posteriormente, se lavo con 3 porciones de 5 mL de
agua. El extracto organico se secd con Na,SO, anhidro y por evaporacion, se

concentré a sequedad para la obtencién del producto acetilado.®

4. Extraccion y fraccionamiento preliminar

La desecacion de la planta entera se logré por calor natural, a temperatura
ambiente y se pulverizé en un molino de cuchillas modelo Thomas-Wiley No. 4. Para
la obtencién del extracto total, el material vegetal (1.4 Kg) se empacé en una columna
de 100 cm de longitud y 12.5 cm de didmetro y se extrajo con una mezcla de
CHCI3:MeOH (1:1) por el método de percolacion, a temperatura ambiente. EIl extracto

resultante se concentrd por evaporacion al vacio en un rotaevaporador.

El extracto total (129 g) se resuspendié en una mezcla MeOH:H,O (8:2) y se
someti6 a un fraccionamiento via particion liquido-liquido, con los siguientes
disolventes por separado: hexano, acetato de etilo y n-butanol. Durante el proceso, se
obtuvo un residuo insoluble en los disolventes ya mencionados, poco soluble en

metanol y soluble en DMSO (Figura 15).

5. Fraccionamiento del extracto de acetato de etilo

El residuo seco de la extraccion con acetato de etilo (11 g) obtenido en la
particion, se fracciono por cromatografia de adsorcién en columna abierta sobre gel de
silice (170 g). Los eluyentes empleados consistieron en mezclas de disolventes con
incrementos de polaridad [hexano:AcOEt (1:0—0:1) y CHCI;:MeOH (1:0—0:1)]. Se
obtuvieron 50 eluatos con volumen equivalente a 500 mL y de acuerdo a su perfil en
ccf, se reunieron aquellos que mostraron similitud en su composicion, asi; se
obtuvieron 14 fracciones (Tabla 3).

% Shriner, et al. 1997. Identificacion Sistematica de Compuestos Organicos, p. 269.
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Sdlaginella lepidophylla
MATERIAL VEGETAL
DESECADO Y MOLIDO

(1.4Kg)
e Extraccién con CHCl;MeOH (1:1)
mediante percolacion.
e Concentrar a vacio
ExXTRACTO TOTAL
(1299)
Particion con:
1. Hexano
2. Acetato de Etilo
3. n-Butanol
EXTRACTO EXTRACTO DE EXTRACTODE REsIDUO
HExANICO AcOEt n-BuTANOL INSOLUBLE
(43.79) (11.29g) (8.90) (19.69)
Cromatografia sobre gel dg 1. Reaccién de acetilacion
siliceall g de extracto a500 mg de muestra
2. ccf (preparativa)
FrRACCION 10 A 4
(229 l RIAC l
Cromatografiaen (20mg)
gel desilicea2g
FRACCION 5 FRACCION 6
(425 mg) (864 mg)

A 4

Cromatografia en sephadex

LH-20 a 250 mg.

5e
l (103 mg) l

Cromatografiaen
sephadex LH-20a 398 mg

\ 4

6b2C
(130 mg)

\ 4

l 6d3 l
(14 mg)

Figura 15. Extraccion y fraccionamiento de Selaginella lepidophylla

Tabla 3. Primer fraccionamiento
Fraccion mg Eluatos Sistemgde Proporcion
elucion (%)
F1 16 1-4 Hexano 100
F2 60 5-7 Hexano:AcOEt 98:2
F3 202 8-10 Hexano:AcOEt 95:5
F4 132 11 Hexano:AcOEt 80:20
F5 320 12-14 Hexano:AcOEt 80:20
F6 342 15 Hexano:AcOEt 50:50
F7 454 16-17 Hexano:AcOEt 50:50
F8 498 18 Hexano:AcOEt 50:50
F9 2200 19 Hexano:AcOEt 20:80
F10 2175 20-24 AcOEt 100
F11 13 25-27 CHCl; 100
F12 1300 28-29 CHCI;:MeOH 80:20
F13 2373 30-41 CHCI;:MeOH 65:35
F14 715 42-50 MeOH 50:50-100
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La fraccion F10 (1.9 g) se someti6 a un fraccionamiento adicional por
cromatografia en columna abierta sobre 40 g de gel de silice. En el sistema de elucién
se usaron mezclas de CHCI;:MeOH, con aumento de polaridad (1:0—0:1). Se
obtuvieron 140 eluatos de 50 mL, los cuales se reunieron segun su similitud por ccf en

un conjunto de 7 subfracciones (Tabla 4).

Tabla 4. Segundo fraccionamiento
Fraccion mg Eluatos SiStem? de Proporcion
elucion (%)
F1 12 1-25 CHCl, 100
F2 273 26-35 CHCl;:MeOH 98:2
F3 193 36-60 CHCl;:MeOH 98:2
F4 141 61-67 CHCl;:MeOH 96:4
F5 425 68-83 CHCl;:MeOH 90:10
F'6 864 84-126 CHCl;:MeOH 80:20
F7 56 127-140 MeOH 50:50-100

6. Aislamiento de los biflavonoides

El analisis cromatografico en capa fina de la fraccién secundaria F’5, del extracto
de acetato de etilo, revelo la presencia de un compuesto mayoritario, que se separo
hasta su purificacion por cromatografia de adsorcion en columna abierta, se empled
como fase estacionaria Sephadex LH-20 y metanol como uUnico eluyente. Asi, se

lograron obtener 103 mg del compuesto denominado 5e.

El perfil en ccf de la subfraccion F'6 mostré la presencia de dos compuestos
mayoritarios; para su separacion y aislamiento se utilizé la técnica descrita para el

compuesto 5e y se lograron purificar dos compuestos: 6d3 (130 mg) y 6b2C (14 mg).

7. Aislamiento de un azucar peracetilado

Una muestra de 500 mg del residuo insoluble obtenido en el proceso de particion
(Figura 14), se acetilo durante 12 horas; el curso de la reaccién fue monitoreado por
ccf, posteriormente se separaron los productos acetilados al aplicar 160 mg (disueltos
en acetona) del producto procesado de la reaccion sobre dos cromatoplacas
preparativas de gel de silice y se eluyé con una mezcla hexano:AcOEt (4:6). Asi, se
logré la purificacion de un compuesto en forma de cristales (RIAc).
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IIl. RESULTADOS Y DISCUSION

Antes de describir y discutir los resultados derivados de la presente investigacion
es necesario destacar que la seleccion del material vegetal, se hizo con base en
consideraciones de tipos etnomeédico y quimiotaxonomico. El criterio ethomédico se
fundamenta en el hecho de que la planta Selaginella lepidophylla Spring (Hook &
Grev), popularmente conocida como doradilla, es utilizada en diversas regiones de
México por sus propiedades curativas para el alivio de malestares relacionados con los
rifiones y el higado. El criterio quimiotaxondmico se basa en los antecedentes de un
gran numero de especies de selaginelas como una fuente valiosa de flavonoides,

metabolitos secundarios con propiedades citotoxicas® y herbicidas®.
A. Obtencion de los extractos

El material vegetal empleado, como se mencioné en la metodologia, se adquirié
en un mercado de plantas (Mercado de Sonora) en el que se expenden diferentes
especies con fines medicinales en nuestro pais. Tras un método de percolacion con
CHCI3;:MeOH de la planta completa molida, se obtuvo el extracto total de consistencia
pastosa y color verde oscuro, el cual se sometio a un proceso de fraccionamiento por
particion liquido-liquido con hexano, acetato de etilo y n-butanol, para la separacién

preliminar de los principios contenidos en él, segun sus diferencias de polaridad.

El extracto hexanico presentd consistencia oleosa y coloracion verde; la ccf indico
abundancia de clorofilas en su composicion. El extracto de acetato de etilo se obtuvo
en forma sélida de color café oscuro; la ccf revelé complejidad en su composicion y se

observaron coloraciones cafés y amarillas a simple vista. El extracto butandlico se

67 Lin, et al. 2000. Journal of Natural Products, pp. 627, 629, y Silva et al. 1995. Phytochemistry, p. 129.
68 Céspedes, et al. 2001. Pesticide Biochemistry and Physiology, p. 63. y Morales Flores, et al. 2007. Photosynthesis
Research, pp. 71-72.
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obtuvo como sdélido, color café; en su estudio cromatografico se observd una mezcla
muy compleja con poca separacion de sus componentes al eluirlo con metanol.

Al finalizar el fraccionamiento liquido-liquido del extracto total se obtuvo un
residuo soélido de color arena, poco soluble en metanol y agua, pero soluble en DMSO;
en la cromatoplaca eluida con metanol, no se observo, bajo luz UV, desplazamiento
significativo de la muestra a partir del punto de aplicacion, sin embargo al revelar con

sulfato cérico se presentd una banda de color negro.

B. Ensayos bioldgicos

1. Determinacion de la toxicidad de extractos y fracciones contra Artemia salina

El bioensayo con Artemia salina aunque no es especifico para detectar una
actividad antitumoral definida, ha observado correlacion significativa con compuestos
citotéxicos.® De acuerdo a lo anterior y a los antecedentes en la literatura de que
diversas especies del género Selaginella han mostrado actividad significativa en
pruebas de citotoxicidad™, se probaron los extractos obtenidos de esta planta para

analizar preliminarmente su potencial citotoxico.

Los extractos total (CHCIl3-MeOH), hexanico, de acetato de etilo, butandlico y el
residuo insoluble obtenido del fraccionamiento liquido-liquido no mostraron actividad
toxica al crustaceo Artemia salina. Sin embargo, las fracciones primarias del extracto
de acetato de etilo, F2, F3, F4 y F5 obtenidas por cromatografia en columna mostraron
CLso's de 20, 13, 32 y 251 ppm, respectivamente. Las fracciones de mayor polaridad

que contienen biflavonoides no fueron activas.

2. Determinacién de la actividad citotéxica

A pesar de no haber obtenido resultados positivos en las pruebas preliminares de

toxicidad para el crustaceo Artemia salina, se ensayaron los extractos: total, hexanico

% Anderson, et al. 1991. Phytochemical Analysis, pp. 107-108, y, Meyer, et al. 1982. Planta Medica, p. 32.
0 Lin, loc cit.; Silva, loc cit. y Sun, et al. 1997. Journal of Natural Products, p. 382, 383.
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y de acetato de etilo en dos lineas celulares tumorales: KB (carcinoma nasofaringeo) y
HelLa (carcinoma cervical), y el extracto total present6 moderada actividad en la linea

celular HelLa.

La fraccion primaria, F10, obtenida de la cromatografia en columna del extracto
de acetato de etilo present6 actividad citotoxica con un valor de CEsp de 16.2 ug/mL
contra la linea celular KB, la fraccion F5 en la linea HEP-2 con una CEsy de 21.8
ug/mL y 21.0 en KB. Las fracciones secundarias obtenidas a partir de la fraccidon
primaria F10 observaron una CEsy muy superior a 20 ug/mL en la linea KB, salvo en el

caso de F'2 y F'4 que obtuvieron valores de 12.8 y 22.1 ug/mL, respectivamente.

Por otra parte, los compuestos 6b2C y 6d3 no presentaron actividad positiva en
ninguna de las lineas celulares (KB y HEP-2). En todos los casos las actividades se
compararon con el control positivo colchicina, que presentd una CEszy alrededor de
0.0037 ug/mL.

3. Determinacién de la actividad antimicrobiana de los extractos

La evaluacién del potencial antimicrobiano por parte de la especie S. lepidophylla
se basé en el uso tradicional de la planta en la medicina popular mexicana como
remedio para patologias de higado y rifidn. Por lo tanto, los ensayos se enfocaron
principalmente a la busqueda de respuesta por parte de microorganismos involucrados
en ese tipo de infecciones, como son: Escherichia coli, Proteus mirabilis,
Pseudomonas aeruginosa, Streptococcus faecalis, Staphylococcus aureus, Salmonella
tiphy y Candida albicans, sin embargo, se empled una bateria de microorganismos que

incluy6 dos hongos dermatofitos.

El método que se utilizd para obtener la concentracion minima inhibitoria CMI se
baso en los métodos de dilucion descritos en la literatura; se efectud por duplicado y
las sustancias de prueba se mezclaron con un medio apropiado (agar para bacterias y

sabouraud para la levadura y hongos) en el cual se inoculé previamente el organismo
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de prueba. Después de la incubacion, se examind el crecimiento del microorganismo
en cada tubo de muestreo, y se comparo6 con un control no tratado con muestra. Esto
se efectud por comparacion visual o turbidimétrica. Se colocd una serie de diluciones
de la muestra original en el medio de cultivo y después se inocularon con el organismo
de prueba. La menor concentracion de muestra requerida para la inhibicion total del
crecimiento se consider6é como CMI."™

El estudio del efecto antimicrobiano por difusién en agar (Tabla 5) solo indico
actividad por parte del extracto butandlico contra Pseudomonas aeruginosa, a una

concentracion de 500 pg/mL, el halo de inhibicién fue de 10 mm.

Tabla 5. Actividad antimicrobiana por difusion en agar
Microorganismo (Cgo/rrLCI;) CHCIl;-MeOH Hexanico AcOEt n-butandélico
il

Pseudomonas 1000 +++ +++ +++ + 15mm
aeruginosa 500 +++ +++ +++ + 10 mm

100 +++ +++ +++ +++

Escherichia 1000 +++ ++ +++ ++

coli 500 +++ +++ +++ +++

100 +++ +++ +++ +++

Staphylococcus 1000 +++ ++ +++ ++

aureus 500 +++ +++ +++ +++

100 +++ +++ +++ +++

Resultados de crecimiento a las 8 horas de incubacion. +++ Crecimiento abundante en toda la caja. ++
Crecimiento escaso en toda la caja, + Crecimiento con halo de inhibicién definido. ---- Sin crecimiento

Los resultados del ensayo por dilucién en agar (Tabla 6) revelaron que el extracto
mas activo fue el de acetato de etilo, el cual presenté poca inhibicién del crecimiento
de los organismos Gram (-), Pseudomonas aeruginosa y Salmomella tiphy con un
valor de CMI de 6000 ug/mL; se observo actividad moderada a 3000 ug/mL contra las
bacterias Gram (+), Streptococcus faecalis y Staphyloccocus aureus. EIl extracto

butandlico inhibié el crecimiento de la bacteria S. aureus (3000 ug/mL), y presento

™ Ppaston. 1991. Assays for Antifungal Activity in Methods in Plant Biochemistry, Vol. 6, pp 33-46.

48



Q RESULTADOSY DISCUSION

moderada actividad al inhibir el crecimiento de los dos hongos dermatofitos,
Trichophyton mentagrophytes y Trichophyton rubrum, con un valor de CMI de 3000
ug/mL; estos hongos a menudo producen “pie de atleta” e infecciones en ufias. El
extracto total Unicamente presentd actividad antimicrobiana contra S. aureus con una
CMI de 3000 ug/mL. El extracto hexanico reveld actividad antimicética moderada

contra T. mentagrophytes y T. rubrum. El residuo insoluble no mostro actividad.

Tabla 6. Actividad antimicrobiana por dilucion en agar

Producto Sa Sf Ec Pa Pm St Ca Tm Tr
CHCI3;:MeOH 3000 | >6000 | >6000 | >6000 | >6000 | >6000 | >6000 | >6000 | >6000
Hexanico >6000 | >6000 | >6000 | >6000 | >6000 | >6000 | >6000 | 3000 | 3000

Acetato de Etilo 3000 3000 | >6000 | 6000 | >6000 | 6000 | >6000 | >6000 | >6000

Butandlico 3000 | >6000 | >6000 | >6000 | >6000 | >6000 | >6000 | 3000 | 3000

Residuo Insoluble | >6000 | >6000 | >6000 | >6000 | >6000 | >6000 | >6000 | >6000 | >6000

Gentamicina 2 2 4 4 4 4 NP NP NP
Miconazol NP NP NP NP NP NP NP 4 4
Nistatina NP NP NP NP NP NP 8 NP NP

Valores de CMI en pg/mL. NP: No probado, Sa: Staphylococcus aureus, Sf: Streptococcus faecalis, Ec:
Escherichia coli, Pa: Pseudomonas aeruginosa Pm: Proteus mirabilis, St: Salmonella tiphy, Ca: Candida
albicans, Tm: Tricophyton mentagrophytes y Tr: Tricophyton rubrum.

A diferencia de lo que se esperaba, ninguno de los extractos inhibid el
crecimiento de Escherichia coli, y de P. mirabilis como microorganismos que estan
involucrados en infecciones de vias urinarias. Los resultados indicaron actividad
significativa contra P. aeruginosa por parte del extracto butandlico en el método de
difusion, sin embargo, discrepan de los resultados obtenidos por el método de dilucién,
en el cual se ensay6 a mayor rango de concentraciéon. El extracto de acetato de etilo
presentd mayor actividad antibacteriana, al inhibir el crecimiento tanto de organismos
Gram (+) como Gram (-). Solo el extracto hexanico y el butandlico mostraron actividad
antimicotica.
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4. Determinacion del efecto fotosintético

Con la finalidad de contribuir al conocimiento general del efecto de los
metabolitos secundarios obtenidos sobre las actividades fotosintéticas, se evaluo el
efecto de los biflavonoides de Selaginella lepidophylla, sobre diversas reacciones de la
cadena transportadora de electrones en cloroplastos aislados de espinaca. Para
realizar el estudio, primeramente se determind la actividad de los extractos, fracciones

y compuestos sobre la inhibicion de la sintesis de ATP.

a. Inhibicién de la sintesis de ATP

Los resultados obtenidos en el estudio de los extractos y fracciones de
Selaginella lepidophylla mostraron actividad inhibitoria en el ensayo de la sintesis de
ATP. Como se observa en la Tabla 7, el extracto total (CHCIl3-MeOH) tuvo mayor
efecto inhibitorio sobre la produccion de ATP (Isp0=28 ppm) en cloroplastos aislados de
espinaca, y de los extractos obtenidos por particion del mismo, el de acetato de etilo

presentd mayor inhibicion, con un valor de Iso de 38 ppm.

Tabla 7. Efecto de los extractos sobre la sintesis de ATP
Extractos Iso (ppm)
CHCI;:MeOH 28
Hexano 68
Acetato de Etilo 38
n-Butandlico 72
Residuo Insoluble SA

SA: sin actividad

Las fracciones primarias obtenidas por el fraccionamiento cromatografico del
extracto de acetato de etilo se probaron en el mismo modelo biologico. El valor del
control para la sintesis de ATP fue de 1433 uM ATP /mg Chl-h. Las fracciones que
resultaron méas activas fueron F9 y F10, con valores de Isp de 33 y 38 ppm,
respectivamente. Las fracciones F1-F6 no se probaron por ser insolubles en el

vehiculo (DMSO) y F11 no se probd por estar en minima cantidad. La Figura 16
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representa el efecto de las concentraciones en orden creciente de cada fraccién sobre
la sintesis de ATP.
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Figura 16. Efecto de las fracciones primarias sobre la sintesis de ATP

En la Figura 17 se comparan los valores obtenidos de Iso, es decir, la
concentracién a la cual se inhibié el 50% de la sintesis de ATP en tilacoides de
espinacas.

120+
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Fracciones Primarias

Figura 17. Valores de |5 de las fracciones primarias
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De acuerdo a los resultados anteriores se subfraccion6 F10 en sus componentes.
A pesar de ser mas activa F9 en este bioensayo, en las pruebas de citotoxicidad
realizadas previamente, F10 resultd ser mas activa y fue la que se subfracciong;
ademas, algunos de los metabolitos secundarios visualizados por ccf en F9 también se
encuentran en F10. La fraccion secundaria F'6 presentd mayor efecto al inhibir la
sintesis de ATP con una Isp de 18 ppm, como se observa en la Figura 18, las
subfracciones restantes también inhibieron la produccién de ATP pero en menor

proporcion. El valor del control para la sintesis de ATP fue de 750 uM ATP /mg Chl-h.

100+

80

20+

O T T T T T T T
F1L F2 F3 F4 F5 F6 F7

Fracciones Secundarias

Figura 18. Valores de |5 de las fracciones secundarias

Para conocer a los compuestos responsables de la actividad inhibitoria sobre la
sintesis de ATP, F'6 se separé en sus dos componentes mayoritarios, 6d3 y 6b2C, y
adicionalmente se obtuvo el compuesto 5e de la subfraccion F'5 (también proveniente
de F10), la cual a pesar de que presentd menor efecto inhibitorio que F'6 en la sintesis
de ATP, se separo por tratarse de un componente mayoritario en mezcla con trazas de
impurezas. Los compuestos 6d3, 6b2C y 5e también mostraron inhibicion sobre la
sintesis de ATP acoplada al transporte de electrones de agua a metilvioldgeno,
resultaron con mayor actividad 6b2C y 6d3, con valores de Isp= 39 y 44 uM,
respectivamente; 5e fue menos activo con Isp de 79 uM. En la Figura 19 se observa
que la produccion de ATP disminuye conforme aumenta la concentracion de los

compuestos.
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(M) robustaflavona (6d3), (@) 2,3-dihidro-robustaflavona (5e) y (A) 2,3-dihidro-5-metoxi-
robustaflavona (6b2C). El valor del control para la sintesis de ATP fue de 833 uM ATP /mg Chl-h.

Figura 19. Efecto inhibitorio de los biflavonoides sobre la sintesis de ATP

La identidad estructural de los compuestos 6d3, 6b2C y 5e fue elucidada como
robustaflavona, 2,3-dihidro-robustaflavona y 2,3-dihidro-5-metoxi-robustaflavona,
respectivamente y se describe posteriormente (apartado E de este capitulo). Todos

los compuestos pertenecen al grupo de los biflavonoides.

b. Efecto de los biflavonoides sobre la velocidad del transporte de electrones

A continuacion, para conocer el mecanismo de accidbn mediante el cual los
biflavonoides inhibieron la sintesis de ATP, se evalu6 el efecto in vitro sobre el
transporte de electrones no ciclico, al emplear agua como donador natural de
electrones y el metilviologeno como aceptor final de electrones. Para el ensayo se
emplearon tres condiciones experimentales: basal, fosforilante y desacoplado. Por lo
anterior, se exploré si la sintesis de ATP pudiera ser inhibida por el bloqueo del
transporte de electrones dentro de la cadena de tilacoides, por la inhibicion directa del
complejo H'-ATPasa, o por la disipacion del gradiente de protones (efecto
desacoplante).” Las Figuras 20, 21 y 22 muestran el efecto de robustaflavona (6d3),
2,3-dihidro-robustaflavona (5e) y 2,3-dihidro-5-metoxi-robustaflavona (6b2C) sobre el

transporte de electrones en cloroplastos.

2 Good, etal. 1981. Current Topics in Bioenergetics Vol. 1, pp 75-112
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Los biflavonoides inhibieron parcialmente las tres condiciones de flujo de
electrones, la robustaflavona (6d3) es el compuesto mas activo como inhibidor del
transporte de electrones fosforilante y desacoplado. EIl valor de Isp de robustaflavona
(6d3) para el transporte de electrones desacoplado fue de 88 uM, lo cual significa que
es 50 % menos activo como inhibidor de la sintesis de ATP, por lo tanto, este

compuesto podria inhibir en otro sitio.

Lo anterior es indicativo de que el blanco de accion de robustaflavona (6d3) esta
expuesto cuando los tilacoides estan no energizados, parcialmente energizados o en
estado desacoplado, pero en condiciones basales el blanco de accion se encuentra

oculto, ya que es menos afectado (Figura 20).
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Transporte de electrones: (H) Basal, (®) fosforilante y (A) desacoplado. El
valor del control fue de 387, 553 y 1420 pequiv. € /mg Chl-h, respectivamente.

Figura 20. Efecto de robustaflavona (6d3) sobre el transporte de electrones

A una concentracion de 300 uM los biflavonoides 2,3-dihidro-robustaflavona (5e) y
2,3-dihidro-5-metoxi-robustaflavona (6b2C) mostraron 36 y 25 % de inhibicion,
respectivamente, en la velocidad en el transporte de electrones desacoplado, que son

actividades menores a la de robustaflavona (6d3), Figuras 21y 22.
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Transporte de electrones: (H) Basal, (@) fosforilante y (A) desacoplado. El
valor del control fue de 760, 680 y 880 pequiv. e /mg Chl-h, respectivamente.

Figura 21. Efecto de 2,3-dihidro-robustaflavona (5e) sobre el flujo de electrones
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Transporte de electrones: (H) Basal, (@) fosforilante y (A) desacoplado. El
valor del control fue de 756, 533 y 356 pequiv. e /mg Chl-h, respectivamente.

Figura 22. Efecto de 2,3-dihidro-5-metoxi-robustaflavona (6b2C) sobre el transporte

En ambos casos, el transporte de electrones fosforilante fue el mas afectado, los
resultados solo permitieron calcular el valor de Isy de la robustaflavona (88 uM) y de
2,3-dihidro-robustaflavona (124 uM), ya que 2,3-dihidro-5-metoxi-robustaflavona sélo

presentd un 42 % de inhibicidn del flujo de electrones.
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Los resultados indican que los compuestos, robustaflavona (6d3), 2,3-dihidro-

robustaflavona (5e) y 2,3-dihidro-5-metoxi-robustaflavona (6b2C) actian como

inhibidores de la reaccion de Hill, término definido como la fotoreduccion de un aceptor

de electrones a expensas de agua, que es oxidada a oxigeno.

c. Localizacion de los sitios de interaccion en el transporte de electrones

Para localizar el sitio de accion de los biflavonoides en la cadena transportadora

de electrones, se estudio su efecto en las reacciones parciales del FSII y FSI; al utilizar

donadores y aceptores artificiales de electrones, asi como los inhibidores apropiados.”

En la Tabla 8 se muestran los resultados obtenidos para cada compuesto, que a

continuacion se discuten.

electrones del FSII, FSI y sus reacciones parciales

Tabla 8. Efecto de los biflavonoides sobre la velocidad del transporte de

Congﬁl\ljl]esto H,O 'fSD”CPIP HZOF-SgiMo DPCESD”CPIP DCPIErSeL - MV TMQII:-|SZI- MV
a C a C b C a C a C
Robustaflavona
0 400 100 311 100 269 100 2453 100 2629 100
100 220 55 305 98 204 76 2453 100 2629 100
200 164 41 220 71 148 55 2453 100 2629 100
300 108 29 156 50 67 25 2453 100 2629 100
2,3-Dihidro-robustaflavona
0 400 100 - - - - 2453 100 2629 100
100 400 100 - - - - 1973 74 2606 98
200 400 100 - - - - 1766 72 1928 44
300 400 100 - - - - 1766 72 1893 72
2,3-Dihidro-5-metoxi-robustaflavona
0 400 100 - - - - 2453 100 2629 100
100 400 100 - - - - 2453 100 2629 100
200 400 100 - - - - 2453 100 2629 100
300 400 100 - - - - 2453 100 2629 100
a = pequiv. e /mg Chl h b = uM DCPIPeq /mg Chl h c=%

3 Vernon, et al. 1969. Plant Physiology, p. 1645 y Gonzalez Vazquez, et al. 2006. Journal of Agricultural and Food

Chemistry, p.1217.
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La robustaflavona (6d3) no present6 efecto en el FSI determinado en cloroplastos
de DCPIP a MV, sin embargo, inhibio el flujo de electrones del FSII de agua a DCPIP
oxidado, asi como en sus reacciones parciales de agua a SiMo y de DPC a DCPIP,
con valores de |5, de 125, 279 y 229 uM, respectivamente. El efecto en la reaccién
parcial con SiMo como aceptor de electrones indica que robustaflavona (6d3) inhibio el
transporte de electrones desacoplado del FSIl de agua a Qa.” Como la reaccion
parcial de DPC a DCPIP también resulté afectada, entonces el sitio de inhibicion de
robustaflavona (6d3) se localiza entre Pggp ¥ Qa, €n el FSIl, ya que la DPC reducida

dona electrones a Pggo™ (Vid. Figura 14).

El biflavonoide 2,3-dihidro-robustaflavona (5e) no afecté al FSII, sin embargo
aunque no alcanzo a inhibir un 50 % de la velocidad del transporte de electrones, si
afectd parcialmente al FSI medido de DCPIP reducido con ascorbato a MV y de
TMQH, a MV; estos resultados indican que el sitio de accion del compuesto se localiza
en el FSI. Para localizar el sitio de inhibicién en el FSI, se ensay6 su efecto en la
reaccion parcial de PMS reducido con ascorbato a MV en tilacoides tratados con KCN.
Los resultados obtenidos para esta reaccidon no mostraron actividad a las diferentes
concentraciones ensayadas, la velocidad en el transporte electrénico se mantuvo en
514 pequiv. e/mg Chl h; lo cual indica que el compuesto no inhibe esta reaccion
parcial, por lo tanto, el sitio de inhibicion de la 2,3-dihidro-robustaflavona (5e) se
localiza en el tramo del cit be/f a plastocianina. Por otra parte, la 2,3-dihidro-5-metoxi-
robustaflavona (6b2C) no tuvo efecto alguno en el FSII, el FSI medido de DCPIP,¢q @
MV o FSI medido de TMQH, a MV (Vid. Figura 14).

d. Induccién de lafluorescencia de la clorofila a

Para confirmar el efecto inhibitorio de la robustaflavona (6d3) en el FSII, se
empleo la técnica fluorométrica basada en la fluorescencia de la clorofila a, la cual
tiene un patron de fluorescencia variable con una curva de induccion que contiene las

diferentes fases del transporte de electrones del FSII. Por lo tanto, la intensidad de la

“ Guiaquinta, et al. 1975. Biochemical and Biophysical Acta, pp. 288-300
" vernon, loc. cit.
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fluorescencia de la clorofila a puede ser considerada como una medida directa de la

funcionalidad del FSIl y permite detectar los posibles dafios del lado donador o aceptor
de dicho fotosistema.

Como se observa en la Figura 23, las curvas de induccion de fluorescencia de los
tilacoides del control, mostraron un aumento polifasico con la secuencia O-J-I-P.” La
adicion del herbicida DCMU, utilizado como control positivo, promovié un aumento
rapido de la fluorescencia durante los dos primeros milisegundos de iluminacion, al
transformar la secuencia regular O-J-I-P a una curva de tipo OJ.”” EIl otro control
positivo consistio de tilacoides tratados con Tris 0.8 M, que es un inhibidor del lado
donador del FSIlI, que causa disminucion en la capacidad para donar electrones y
pérdida del complejo de Mn en la enzima que fotolisa el agua (OEC), a la misma
velocidad a la que inhibe la produccion de O,; esto resulta en una reduccion de la
producciéon maxima de fluorescencia que se presenta como una disminucion de la

forma de la curva de induccion.

Control

1000+ 300 uM
_‘g DCMU 10 uM 600 uM
ks i 900 uM
T 800 u
xx
©
O 600
c
)
(&)
8 400 Tris 0.8 M
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o
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Desarrollo de fluorescencia de la clorofila @ en cloroplastos infiltrados en
concentraciones crecientes de robustaflavona (6d3), 10 uM de DCMU vy en tilacoides
tratados con 0.8 M de Tris, a pH 8.0.

Figura 23. Curvas de induccion de la fluorescencia para robustaflavona (6d3)

Zj Strasser, et al. 1995. Photochemistry and Photobiology, pp. 32-45.
Idem.
8 Rickert, et al. 1991. Biochemistry, pp. 7888-7894.
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Las curvas de los tilacoides en las diferentes concentraciones de robustaflavona
(6d3) no mostraron similaridad a las curvas de los controles positivos (Figura 23), es
decir no se observo tendencia a la forma de la curva de DCMU y tampoco a la del Tris.
Sin embargo, se observa que el compuesto afectd considerablemente la induccién de
la fluorescencia; a la maxima concentracion (900 uM) hubo una disminucion de los
valores de Fo y Fm, respecto al control; se presenté la secuencia regular O-J-1-P pero
con un valor de fluorescencia maxima (1023) 22% menor al observado en el control
(Fm = 798).

A partir de los datos de la cinética de induccion de fluorescencia se determinaron
diferentes parametros asociados a la actividad del FSII, los cuales se obtuvieron al
considerar las ecuaciones del andlisis JIP mediante el programa Biolyzer.” EIl efecto

de la robustaflavona (6d3) sobre los diferentes parametros se muestra en la Figura 24.

Para una clara comprension de los pardmetros determinados se deben analizar
los sucesos que se llevan a cabo en la cascada de energia del FSIl, desde la
absorcion de la luz hasta el transporte de electrones. El término ABS se refiere al flujo
de los fotones capturados por los pigmentos antena (energia de absorcién), lo que da
lugar a la clorofila excitada (Chl*). Parte de la energia de excitacion es disipada,
principalmente en forma calor (energia de disipacién), en menor proporcion como
emision de fluorescencia (F) y otra parte es canalizada al centro de reaccion (energia
atrapada, TR) para convertirse en energia redox, por la cual se reduce el aceptor de
electrones Qa a Qa, €l cual, posteriormente es re-oxidado a Qa. Dicha re-oxidacion
causa una disminucién del transporte de electrones (ET) mas all4d de Qa y permite la
fijacion de CO,. ABS, TR, DI y ET pueden expresarse por centro de reaccion del FSII
(CR), son conocidos como flujos de energia especificos. o pueden expresarse por
seccion transversal de la muestra fotosintética, denominados flujos de energia

fenomenologica.®

™ panda, et al. 2006. Photosynthetica, pp. 69-75.
8 Strasser, etal. 2004. In: Chlorophyll Fluorescence: A Signature of Photosyntesis, pp. 343-346.
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ABS/CSy: tamafio de la antena, Area: por arriba de la curva de fluorescencia, Fo: fluorescencia inicial, Fm:
fluorescencia maxima, Mo: medida relativa de la actividad fotoquimica primaria, yo: Eficiencia con la que un exciton
puede mover un electrén més alla de Qa", @po: eficiencia cuintica maxima de la fotoquimica primaria, @eo: eficiencia
cuantica maxima del transporte de electrones, Sm: area complementaria normalizada, N: nimero de veces que Qa
se ha reducido, Kp: Constante de la energia de excitacion via fotoquimica, TRo/RC: energia capturada por centro de
reaccion, ETo/RC: transporte de electrones por centro de reaccion, DIo/RC: energia disipada en forma de calor por
centro de reaccidon, ABS/RC: absorcion de la antena por centro de reaccion, Kn: Constante de la energia de
excitacion via no fotoquimica.

Figura 24. Efecto de robustaflavona (6d3) sobre los parametros de la fluorescencia

Al analizar la Figura 24 se observa que a 600 uM se presenta una considerable
disminucion del Area respecto al control, lo cual es proporcional al tamafo del grupo de
aceptores de electrones en el lado reductor del FSIl. Conforme aumenta la
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concentracion de robustaflavona (6d3) disminuye el tamafio de la antena (ABS/CSy), lo
mismo sucede con Fo y Fm, lo que indica que el compuesto afecta la cantidad de
energia captada por los pigmentos antena cuando los centros de reaccion se
encuentran abiertos (Fo) y cuando estan cerrados, en el caso de Fm. A 300 y 600 uM
también se observa disminucion del parametro My, que es proporcional al cierre de los

centros de reaccion en la actividad fotoquimica primaria.

En los siguientes parametros no se observaron diferencias respecto al control: yq
indica la eficiencia con la que un excitén capturado puede mover un electron mas alla
de Qa reducido (Qa") dentro de la cadena transportadora de electrones, ¢p, Se refiere a
la eficiencia de la energia total que es capturada por los centros de reaccion del FSIl y
utilizada para la fotoquimica primaria, g, indica la eficiencia del transporte de
electrones. Los resultados indican que cuando los centros de reaccién estan abiertos

la robustaflavona (6d3) no afecta la actividad fotoquimica primaria.

Por otro lado, la disminucion del nimero de veces que Qa se ha reducido (N) a
300 y 600 uM demuestra que a dichas concentraciones la robustaflavona (6d3) forma
centros de reaccion silenciosos, que son centros que no pueden reducir a Qa y que
tampoco pueden regresar la energia de excitacion a la antena, como si éstos fuesen
centros de reaccidn abiertos, contrariamente, a 900 uM los valores de N aumentan, lo
que indica que los eventos de reduccion de Qa no son afectados. Se observé el mismo
efecto para el area complementaria normalizada, Sm, que refleja los multiples ciclos de

reduccion de Qa.

Se observo una disminucion de los valores a las concentraciones de 300 y 600
uM, y un aumento considerable a 900 uM para los siguientes parametros: el flujo de
absorcion por centro de reaccion, el valor ABS/RC es proporcional a la absorcion de
las moléculas de la Chl a por centro de reaccion; la energia atrapada por centro de
reaccion al tiempo cero y que resulta en la reduccion de Qa, TRo/RC; el transporte de

electrones por centro de reaccion ETo/RC; la energia de disipacién no fotoquimica por
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centro de reaccion DIg/RC, el incremento de este parametro a 900 uM favorece el
aumento de la energia disipada por rutas no fotoquimicas y sugiere un efecto toxico en
el FSII por parte de robustaflavona (6d3).

Al aumentar las concentraciones de robustaflavona (6d3) se presentd un aumento
de las constantes de la energia de excitacién por actividad fotoquimica (Kp) y por
actividad no fotoquimica (Kn), respecto a las del control, lo cual explica la disminucion
de la fluorescencia debido a la oxidacion de Qa'y por la disipacion de la energia en

forma de calor.

En conjuncién, los resultados confirman que el sitio de inhibicion de
robustaflavona (6d3) en el transporte de electrones se encuentra en el FSII, afectando
los centros activos de reaccion. Cuando los centros de reaccion atrapan la energia de
excitacion, en lugar de almacenarla, la disipan en forma de calor y como consecuencia,
se crean centros silenciosos que disminuyen la reducciéon de Qa; ademas el efecto
observado a 900 uM sugiere que la robustaflavona (6d3) al mantener un estado de
estrés, da lugar a modificaciones conformacionales® que afectan al FSII, sin embargo,

para corroborarlo es conveniente realizar andlisis especificos a nivel de proteinas.

e. Efecto de los biflavonoides en la actividad de la Mg**-ATPasa

Con la finalidad de caracterizar la actividad desacoplante de los biflavonoides, se
determiné si los productos interaccionan con el complejo H-ATPasa cuando inhiben la
fotofosforilacion. La evaluacion de la capacidad de robustaflavona (6d3), 2,3-dihidro-
robustaflavona (5e) y 2,3-dihidro-5-metoxi-robustaflavona (6b2C) para afectar la
actividad de la enzima Mg?*-ATPasa membranal, se realiz6 de manera indirecta,

monitoreando la cantidad de ATP hidrolizada en condiciones de oscuridad.

En la Tabla 9 se muestra el efecto de los metabolitos secundarios y del cloruro de

amonio sobre la actividad Mg?-ATPasa. Se observa que el incremento en la

& Ibid., p. 348.
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concentracion del NH4Cl incrementa la actividad de la Mg®*-ATPasa, de acuerdo a su
efecto desacoplante, sin embargo los biflavonoides inhibieron la actividad de la enzima,
la 2,3-dihidro-5-metoxi-robustaflavona (6b2C) fue la mas activa con un 80% de
inhibicion a 300 uM, por otra parte, el compuesto 2,3-dihidro-robustaflavona inhibio
66% a la misma concentracion y la robustaflavona (6d3) resultd menos activa con 24%

de inhibicion.

Estos resultados indican que los tres biflavonoides ensayados se comportan como
inhibidores de transferencia de energia y esto explica que la 2,3-dihidro-5-metoxi-
robustaflavona (6b2C) actie como inhibidor en la sintesis de ATP, su débil efecto en el

flujo de electrones y la ausencia de actividad en el FSIl, FSI, y en las reacciones

parciales.
Tabla 9. Efecto de los biflavonoides sobre la actividad Mg**-ATPasa
Compuesto uM P mg™* chl h* Actividad (%)
Robustaflavona [uM]
0 116 100
100 88 76
200 88 76
300 88 76
2,3-Dihidro-robustaflavona [pM]
0 116 100
100 61 53
200 54 47
300 39 34
2,3-Dihidro-5-metoxi-robustaflavona [uM]
0 116 100
100 73 63
200 51 44
300 23 20
NH,CI [mM]
0 116 100
1 239 206
3 278 240
6 144 124
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C. Fraccionamiento del extracto mas activo

De acuerdo a la informacion asentada en la literatura, respecto a que los
probables compuestos biologicamente activos contenidos en la planta medicinal
Selaginella lepidophylla fueran de tipo biflavonoide, y a los resultados de actividad
obtenidos en los bioensayos, se decidié fraccionar el extracto de acetato de etilo por

cromatografia en columna abierta de gel de silice.

La fraccion primaria F10 mostré por cromatografia en capa fina diversos
constituyentes cuyas propiedades de absorcion al visible (color amarillo) y al UV de
onda larga (color café oscuro) en la placa cromatogréfica, fueron indicativos de la
presencia de probables flavonoides. Para una posterior separacion de sus
componentes, F10 se aplicé en una columna cromatografica de gel de silice, que
resulté después de ser procesada, en la obtencién de las fracciones secundarias F'5 y

F’'6, entre otras.

D. Aislamiento de los biflavonoides

La fraccion secundaria F'6 estuvo constituida por dos componentes mayoritarios
con gran absorcion al UV y al visible, con tiempos de retencibn muy cercanos en
cromatografia en capa fina. La fraccidbn secundaria F'6 fue separada en sus dos
componentes por cromatografia en columna con Sephadex LH-20 como fase
estacionaria; ambos constituyentes se apreciaron como soélidos de color amarillo (6d3
y 6b2C).

La fraccion secundaria F'5 presentd por ccf mayoritariamente una mezcla de
constituyentes, el producto mayoritario se separé y se purificd por subsecuentes
cromatografias en columna de vidrio empacada con Sephadex LH-20 y se obtuvo

como un solido amorfo de color amarillo intenso (compuesto 5e).
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E. Identificacion estructural de los biflavonoides 6d3, 6b2Cy 5e

Para la caracterizacion estructural de 6d3, 6b2C y 5e se siguieron técnicas
fisicas, cromatograficas, espectroscopicas y espectrométricas; las constantes se

resumen a continuacion.

Compuesto 6d3

p.f. descompone a 210 °C.
UV Amax, (MeOH): 206, 235, 268, 334 nm.; (Espectro 1).

IR vmax (KBr): 3422, 2924, 1958, 1651, 1583, 1494, 1428, 1366, 1279, 1236, 1173,
1113, 915, 833 cm™; (Espectro 2).

RMN *H (500 MHz, CDsCOCD3) §(ppm): 6.07 (s, 1H, H-8"), 6.14 (d, J= 2 Hz, 1H, H-6),
6.28 (d, J= 2 Hz, 1H, H-8), 6.49 (s, 1H, H-3"), 6.55 (s, 1H, H-3), 6.64 (d, J= 9 Hz,
2H, H-3" y H-5""), 6.91 (d, J= 8.5 Hz, 1H, H-5), 7.70 (d, J= 9 Hz, 2H, H-2"" y H-
6"), 7.77 (dd, J= 8.5, 2.5 Hz, 1H, H-6), 8.32 (d, J= 2.5 Hz, 1H, H-2'); (Espectro 3).

RMN 3C (125 MHz, CD;COCDs) §(ppm): 182.8 (C-4), 182.7 (C-4"), 173.9 (C-77),
166.2 (C-7), 166.2 (C-2), 166.0 (C-4"), 163.7 (C-2"), 163.0 (C-5), 162.3 (C-9"),
161.6 (C-4""), 158.8 (C-9), 156.1 (C-5"), 132.3 (C-2’) 128.8 (C-2""), 128.8 (C-6),
126.8 (C-6'), 125.5 (C-3'), 123.5 (C-1""), 120.8 (C-5'), 119.2 (C-1"), 116.8 (C-3™),
116.8 (C-5""), 108.8 (C-6"), 104.7 (C-10), 103.4 (C-8"), 103.3 (C-3"), 102.9 (C-3),
102.8 (C-10"), 99.9 (C-6), 94.9 (C-8); (Espectro 4).

EM-FAB" baja resolucion miz (%.) [M + H]": 539 (2), 506 (1), 460 (4), 444 (3), 413 (3),
391 (3), 386 (3), 329 (29), 307 (40), 289 (24), 240 (10), 192 (13), 176 (67), 154
(100), 137 (82), 136 (82), 89 (18), 65 (4); (Espectro 8).

Compuesto 5e

p.f. descompone a 240 °C.

UV Amax, (MeOH): 215, 287, 333 nm: (Espectro 9).
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DC (0.02 mM, MeOH); Ae (%, nm): O (260), -4.2 (287), 0 (308), +1.5 (331); (Espectro
16).

IR vmax (KBr): 3422, 1643, 1609, 1508, 1464, 1358, 1243, 1178, 1113, 1090, 913, 834
cm™; (Espectro 10).

RMN *H (500 MHz, CD3COCD3) &(ppm): 2.75 (dd, J= 17, 3 Hz, 1H, H-3ec), 3.22 (dd,
J=17, 13 Hz, 1H, H-3ax), 5.48 (dd, J= 13, 3 Hz, 1H, H-2), 5.93 (d, J= 2 Hz, 1H, H-
6), 5.96 (d, J= 2 Hz, 1H, H-8), 6.64 (s, 1H, H-3"), 6.68 (s, 1H, H-8"), 7.00 (dd, J=
8.5, 0.5 Hz, 1H, H-5"), 7.01 (d, J= 8.5 Hz, 2H, H-3'" y H-5""), 7.38 (dd, J= 8, 2 Hz,
1H, H-6"), 7.39 (sa, 1H, H-2'), 7.93 (d, J= 8.5 Hz, 2H, H-2"" y H-6™), 12.21 (s, 1H,
OH-5), 13.41 (s, 1H, OH-5"); (Espectro 11).

RMN 3C (125 MHz, CD3COCD3) &(ppm): 197.2 (C-4), 183.2 (C-4"), 167.4 (C-7), 165.3
(C-2"), 165.0 (C-5), 164.5 (C-9), 163.0 (C-7”), 161.9 (C-4™"), 161.0 (C-5"), 158.0
(C-9”), 156.9 (C-4’), 132.3 (C-2"), 130.6 (C-1'), 129.2 (C-2'"), 129.2 (C-6"™), 128.4
(C-6'), 123.3 (C-1""), 120.5 (C-3'), 117.0 (C-5'), 116.8 (C-3"), 116.8 (C-5""), 110.0
(C-6"), 105.3 (C-10"), 104.1 (C-3"), 103.2 (C-10), 96.8 (C-6), 95.8 (C-8), 94.7 (C-
8”), 80.1 (C-2), 43.6 (C-3); (Espectro 12).

Compuesto 6b2C

p.f. descompone a 192 °C.

UV Amax, (MeOH): 209, 273, 330 nm; (Espectro 17).

DC (0.01 mM, MeOH); Ae (A, nm): 0 (265), -2.5 (289), 0 (312), +1.6 (330); (Espectro
27).

IR vmax (KBr): 3355, 2922, 1725, 1646, 1605, 1428, 1357, 1283, 1243, 1173, 1109, 834
cm™; (Espectro 18).

RMN H (500 MHz, CDsCOCDs) & (ppm): 2.59 (dd, J= 16.5 Hz, 2.5, 1H, H-3eq), 2.99
(dd, J= 16.25 Hz, 13.25, 1H, H-3ax), 3.76 (s, 3H, -OCHjz), 5.36 (dd, J= 13 Hz, 3,
1H, H-2), 6.04 (d, J= 2 Hz, 1H, H-8), 6.10 (d, J= 2 Hz, 1H, H-6), 6.60 (s, 1H, H-3"),
6.63 (s, 1H, H-8"), 6.96 (d, J= 8.5 Hz, 1H, H-5"), 7.01 (da, J= 9 Hz, 2H, H-3"" y H-
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5), 7.34 (dd, J= 8.5, 2.5 Hz, 1H, H-6"), 7.42 (d, J= 2.5 Hz, 1H, H-2"), 7.92 (d, J= 9
Hz, 2H, H-2"" y H-6"), 13.46 (s, 1H, OH-5"); (Espectro 19).

RMN®C (125 MHz, CDsCOCD3) §(ppm): 188.3 (C-4), 183.0 (C-4”), 166.0 (C-9), 165.0
(C-7), 164.7 (C-2"), 164.7 (C-7"), 163.7 (C-5), 161.8 (C-4"), 161.6 (C-5"), 158.0
(C-9”), 157.1 (C-4'), 132.2 (C-2’), 130.8 (C-1’), 129.2 (C-2"), 129.2 (C-6""), 127.9
(C-6), 123.4 (C-1'"), 121.0 (C-3), 117.3 (C-5'), 116.8 (C-3"), 116.8 (C-5™), 110.5
(C-6"), 106.2 (C-10), 104.8 (C-10"), 104.0 (C-3"), 96.7 (C-8), 95.1 (C-8"), 94.0 (C-
6”), 79.9 (C-2), 56.0 (-OCHs), 46.4 (C-3); (Espectro 20).

EM-FAB™ baja resolucion m/z (%.) [M + H]": 555 (4), 543 (15), 507 (2), 506 (2), 487 (2),
460 (4), 443 (2), 413 (4), 391 (12), 388 (2), 329 (12), 307 (44), 289 (27), 240 (27),
235 (4), 176 (35), 154 (100), 137 (86), 136 (91), 120 (22), 107 (37), 89 (30), 77
(24), 65 (9), 51 (4), 39 (3); (Espectro 26).

Los tres compuestos se presentaron como sélidos amorfos de color amarillo
intenso y se visualizaron a simple vista en las correspondientes cromatoplacas finas de
gel de silice, lo cual denota la presencia de grupos cromofdricos importantes.
Asimismo, mostraron multiples bandas de absorcion en el espectro en UV (Espectros
1, 9y 17) y en el IR (Espectros 2, 10 y 18) presentaron absorciones para grupos
hidroxilo (3422 cm™), para carbono-hidrégeno aromaticos (3000 cm™); en 2924 cm™
absorciones para carbono-hidrégeno alifaticos (compuestos 5e y 6b2C); en los tres
casos, en 1651 cm™ la absorciéon de un carbonilo de cetona; en 1583, 1494, 1428,
1366, 1279, cm™, bandas de absorcién de carbono-carbono y carbono-hidrégeno

aromaticos y alifaticos y en 1236, 1173y 1113 cm™ de carbono-oxigeno.

Todos los compuestos mostraron similitudes en el espectro de RMN-3C
(Espectros 4, 12 y 20), y de acuerdo al numero de sefiales de carbonos aromaticos
(aproximadamente 30), se observaron relaciones con la estructura de biflavonoides
(Figura 25).
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Figura 25. Estructura basica tipo biflavonoide

Fue notoria la presencia en cada compuesto de dos sefiales en la zona entre 197
y 182 ppm, caracteristicas de carbonilos de cetona. Entre 173 y 156 ppm, se
observaron nueve sefales de carbono aromatico cuaternario con base de oxigeno en
los compuestos 5e y 6b2C (Espectros 12 y 20) y 10 sefales en el compuesto 6d3
(Espectro 4). Para los tres casos, de 132 a 116 ppm aparecen seis sefiales de
carbonos cuaternarios aromaticos. Entre 128.8 y 116.5 ppm, dos sefiales muy
intensas corresponden a carbonos hidrogenados bencénicos (HSQC, Espectros 5, 13
y 21); de 108 a 110 ppm se observo una sefal de carbono cuaternario bencénico para
los tres compuestos; entre 104 y 94 ppm, se mostraron siete sefiales, cinco con
correlacion con hidrégeno (HSQC) y dos aromaticas cuaternarias. Los compuestos 5e
y 6b2C mostraron dos sefiales, en 80 y entre 46 y 43 ppm para un metino y un
metileno alifaticos. Adicionalmente, para el compuesto 6b2C se observd una sefal
para un metoxilo en 56 ppm.

Los espectros de RMN de *H de los tres compuestos aislados (Espectros 3, 11y
19) también mostraron similitudes entre si, y tomando en consideracion que se pudiera
tratar de compuestos de tipo biflavonoide, dados los antecedentes de la literatura®, se
describirdn en principio las sefales agrupadas en los esqueletos | y Il de cada
biflavonoide (Figura 25).

8 Lin, op cit., p. 627, Silva, loc cit., Sun, op cit., p. 382 y Qasim. 1985. Indian Journal of Chemistry, p. 85
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1. Elucidacion estructural de robustaflavona (6d3)

La asignacion de los desplazamientos obtenidos por RMN de *C y de H, se
describen a continuacion (Tabla 10). En la zona de los hidrégenos arométicos se
observaron nueve grupos de sefiales. En el Espectro 3, la sefial doble con constante
de acoplamiento de 2.5 Hz se mostré acoplada con una sefial doble de dobles (J= 2.5
y 8.5 Hz), esta ultima acoplada con la sefial doble en 6.91 ppm (J= 8.5 Hz). Las
sefales anteriores se asignaron a hidrogenos dentro de un sistema ABX bencénico

trisustituido.

Tabla 10. Desplazamientos quimicos de RMN *H y **C de 6d3
Posicion §°C 5 °H Posicion §°C 5 °H

2 166.2 - 2" 163.7 -

3 102.9 6.55 (s) 3" 103.3 6.49 (s)

4 182.8 - 4 182.7 -

5 163.0 - 5 156.1 -

6 99.9 6.14 (d, J=2.0) 6" 108.8 -

7 166.2 - 7 174.0 -

8 94.9 6.28 (d, J=2.0) 8" 103.4 6.07 (s)

9 158.8 - 9 162.3 -

10 104.7 - 10" 102.8 -

1 119.2 - 17 123.5 -

2 132.4 8.32 (d, J=2.5) 2 128.8 7.70 (d, J=9.0)
3 125.5 - 3" 116.7 6.64 (d, J=9.0)
4 166.0 - 4 161.6 -

5 120.8 6.91 (d, J=8.5) 5 116.7 6.64 (d, J=9.0)
6 126.8 7.77 (dd, J=8.5, 2.5) 6" 128.8 7.70 (d, J=9.0)

CD3;COCD;, RMN *C (125 MHz) &:ppm, RMN *H (500 MHz) &:ppm, J= Hz

Por otra parte, en 6.14 y 6.28 ppm se encuentran dos pares de dobletes con
constante de acoplamiento de 2 Hz, asignados a los hidrogenos H-6 y H-8 (813c 99.9 y
94.9 ppm) del anillo A, de acuerdo a las correlaciones observadas en el espectro
HMBC (Espectro 6). La sefial singulete en 6.55 ppm se asigné al hidrégeno en
posicion 3 del heterociclo del flavonoide, de acuerdo a su correlacion en el espectro
HMBC tanto con el carbonilo vecino en posicién 4 (d13c 182.8 ppm) como con el

carbono cuaternario aromético en 104 ppm (C-10). La posicion del carbono 10 en el
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espectro HMBC fue también util para asignar la posicion del hidrogeno H-6, y este
altimo junto con H-8, para asignar C-7 y C-9 (HMBC).

Otros desplazamientos quimicos asignados por medio del andlisis del espectro
HMBC de este compuesto fueron los de los carbonos 2 y 1' a través de H-3. El
sistema benceénico trisustituido forma parte del esqueleto | del biflavonoide (Figura 25),
ya que las tres posiciones de substitucion pertenecen, a un esqueleto de cromona (C-
17, a un sustituyente oxhidrilo (C-4’) y la tercera posicion constituye el puente inter-
flavonilo (C-3’). Las asignaciones tanto de los carbonos como de los hidrogenos del
anillo C del esqueleto | (Tabla 10), se realizaron con base en las observaciones de los
espectros HMBC y COSY (Espectro 6 y 7, respectivamente).

El esqueleto Il de esta estructura presentd el puente inter-flavonilo a través del
carbono 6” como se comprob6 por el desplazamiento quimico de este carbono (108.8
ppm)®. Esta sefial dio lugar a la asignacion de otras posiciones de los atomos del
esqueleto Il, particularmente del anillo A, por su correlacion con los mismos; asi, C-6"
correlaciona con H-8" (6.07 ppm) y éste con H-7" (813c-174.0; 164 en la literatura®),
con 9” y con 10” (Espectro 6). La sefal del hidrégeno en 3” del anillo heterociclico se
localizo en 6.5 ppm, misma que correlaciono en el espectro HMBC con el carbonilo en
182.7 ppm, con C-1"" (123.5 ppm) y con C-10” (102.8 ppm). Por otra parte, C-2”
correlacion6 en el mismo experimento con H-2”" y H-6"". El resto de sefales de los
espectros de RMN de hidrégeno y de carbono-13, se asignaron a las posiciones del
anillo B del esqueleto Il (Tabla 10, Figura 25), con ayuda de los experimentos HMBC,
HSQC y COSY.

El experimento de espectroscopia de masas, modalidad FAB* [M + H]" mostro
una sefal a 539 m/z (Espectro 8) que concuerda con la formula molecular CzoH18010.
En suma, el peso molecular observado y la integracion de los resultados

espectroscopicos permitio la identificacion del compuesto 6d3 como robustaflavona

8 Markham, et al. 1987. Phytochemistry, p. 3335.
8 Chari, et al. 1977. Phytochemistry, p. 1276 y Markham, op. cit., p. 3336.
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cuya estructura se esquematiza en la Figura 26 (A) y sus correlaciones en el
experimento HMBC se muestran la Figura 26 (B).

(B) Correlaciones HMBC

Figura 26. Robustaflavona (6d3)

2. Elucidacion estructural de 2,3-dihidro-robustaflavona (5e) y de 2,3-dihidro-5-

metoxi-robustaflavona (6b2C)

La elucidacion estructural de estos dos compuestos se realizd espectroscopica y
espectrométricamente, como en el caso de la robustaflavona (6d3), sin embargo, 5e y
6b2C presentaron como diferencia principal, la presencia de sefales alifaticas y
ausencia del hidrégeno en la posicién 3 en el espectro de RMN-'H (Espectros 11 y
19). Los andlisis de los espectros HMBC de 5e y 6b2C (Espectros 14 y 22) y NOESY
de 6b2C (Espectro 24), permitieron establecer la parte alifatica en el anillo C del

esqueleto | en cada caso. Los dos compuestos también resultaron ser de la serie de la
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robustaflavona, con enlaces inter-flavonilo C-3'-C-6”", lo que como se menciond

anteriormente, se comprueba por la presencia de la sefial correspondiente en RMN *3C

(Espectros 12 y 20) al carbono 6” en 110.0 y 110.5 respectivamente para 5e y 6b2C.

Adicionalmente, el compuesto 6b2C, contiene un grupo metoxilo en su estructura,

localizado en la posicion 5 del esqueleto I, lo que se corrobord por la ausencia de la

sefal del hidrégeno del oxhidrilo en 5 y también por la correlacion del metoxilo en esa

posicion con el hidrogeno H-6, mediante los experimentos NOESY y NOESY-1D

(Espectros 24 y 25). El espectro de masas (Espectro 26) confirmé el peso molecular

esperado. Las Tablas 11y 12 contienen los desplazamientos quimicos de las sefiales

de RMN de hidrégeno y de carbono-13 para 5e y 6b2C.

Tabla 11. Desplazamientos quimicos de RMN 'H de 5e y 6b2C
Posicion 5e 6b2C Posicidn 5e 6b2C
2 5.48 5.36 2" - -
(dd, J=13.0, 3.0) | (dd, J=13.0, 3.0)
3 2.75 2.59 3” 6.64 6.61
(dd, J=17.0,30,Hs) | (dd,J=165,25, He) (s) (s)
3.22 2.99
(dd,J=17.0,130, H,) | (dd, J=16.2,132, H,)
6 5.96 6.10 6” - -
(d, J=2.0) (d, J=2.0)
8 5.93 6.04 8” 6.68 () 6.64 (s)
(d, J=2.0) (d, J=2.0)
2 7.39 7.43 2" 7.93 7.92
(sa) (d, J=2.5) (d, J=8.5) (d, J=9.0)
3 7.00 6.97 3" 7.01 7.01
(dd, J=8.0, 0.5) (d, J=8.5) (d, J=8.5) (d, 3=9.0)
5 7.38 7.35 5" 7.01 7.01
(dd, J=8.0, 2.0) (dd, J=8.5, 2.5) (d, J=8.5) (d, 3=9.0)
6’ 5.96 6.10 6" 7.93 7.92
(d, J=2.0) (d, J=2.0) (d, J=8.5) (d, J=9.0)
5-OH 12.21 - 5”-OH 13.41 13.46
(s) (s) (s)

CD5COCDs, 5:ppm, J= Hz (500 MHz)

En el caso del compuesto metoxilado, 6b2C, el experimento de espectrometria de

masas, modalidad FAB® [M + HJ]" mostr6 una sefial a 555 m/z (Espectro 26) de

acuerdo con la férmula molecular C31H25015.
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Tabla 12. Desplazamientos quimicos de RMN *3C de 5e y 6b2C
Posicién 5e 6b2C Posicion 5e 6b2C
2 80.1 79.9 2" 165.3 164.7
3 46.6 46.5 3 104.1 104.0
4 197.3 188.3 4 183.2 183.0
5 165.0 163.7 5 161.0 161.6
6 96.8 94.0 6" 110.0 110.5
7 167.4 165.0 7 163.0 164.7
8 95.8 96.7 8" 94.7 95.1
9 164.5 166.0 9" 158.0 158.0
10 103.2 106.2 10” 105.3 104.8
1 130.6 130.8 17 123.3 123.4
2 132.3 132.2 2" 129.2 129.2
3 120.5 121.0 3" 116.9 116.8
4 156.9 157.1 4 161.9 161.8
5 117.0 117.3 5 116.9 116.8
6 128.4 127.9 6" 129.2 129.2

5-OMe - 56.0

CD3;COCDg3, 8:ppm (125 MHz)

En ambos productos se identific6 un atomo de carbono estereogénico, C-2, que
indica la presencia de isémeros configuracionales; para determinar el orden de
prioridad de los grupos unidos al centro quiral se realizé el experimento
espectroscopico de dicroismo circular (Espectros 16 y 27). Los resultados indicaron
un efecto Cotton con signo negativo para la transicion de 260 a 287 nm en 5e y de 265
a 289 nm en 6b2C; y positivo para la transicion de 308 a 331 (5e) y de 312 a 330 nm
(6b2C), por lo tanto, ambos compuestos presentan configuracién S. La integracion de
los resultados espectroscopicos permitiod la identificacion del producto 5e como (2S)-
2,3-dihidro-robustaflavona y de 6b2C como la (2S)-2,3-dihidro-5-metoxi-
robustaflavona, cuyas estructuras y correlaciones se esquematizan en las Figuras 27 y
28.

La robustaflavona (6d3) es un biflavonoide reportado previamente en la

literatura®; sin embargo, la descripciéon de las asignaciones de los atomos no es lo

8 Chari, op. cit, pp. 1273-1278 y Markham, op. cit., pp. 3335-3337.
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suficientemente precisa en sus experimentos de RMN de hidrégeno y de carbono
trece, que fueron realizados con metanol o dimetilsulfoxido deuterados. Aunque
también existe un reporte en la literatura de la (2S)-2,3-dihidro-robustaflavona (5e), se
considera que las caracteristicas espectroscépicas del compuesto que describen los
autores® se refieren a otro biflavonoide, ésto con base en las discrepancias
observadas en el desplazamiento quimico del carbono correspondiente al enlace inter-
flavonilo C-6" (95.7 6 99.5 vs. 110.0) y también por la falta de correlacién entre H-2' y

C-6", que en el presente trabajo se logro determinar (Figura 27, B).

(B) Correlaciones HMBC

Figura 27. (2S)-2,3-dihidro-robustaflavona (5e)

8 Banhia, et al. 2005. Journal of Brazilian Chemical Society, pp. 1402-1405.
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HO O]

OCH, O

NOESY ~~==”
NOESY-1D

(B) Correlaciones HMBC

Figura 28. (2S)-2,3-dihidro-5-metoxi-robustaflavona (6b2C)

El empleo de acetona deuterada permitid6 en los experimentos de RMN, la
separacion y resolucion de sefales, y con la aplicacion de las técnicas NOESY, HMBC
y NOESY-1D se logré dar una correcta asignacion a las posiciones para cada uno de
los &tomos de los biflavonoides. Particularmente en el caso de la robustaflavona (6d3)
para el cual Chari® registra un desplazamiento en RMN de carbono trece de 163 ppm
para el carbono 7”7, hay discrepancia con el resultado obtenido en este trabajo (173.9
ppm), sin embargo, como se menciond en parrafos anteriores este dato fue
comprobado. Por otra parte, en la revision de los trabajos relacionados con
experimentos de RMN en biflavonoides realizada por Markham® se muestran
asignaciones intercambiables, que en el presente trabajo se lograron definir sin
ambigliedad.

87 Chari, op. cit, p. 1276.
8 Markham, op. cit., p. 3336.
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F. Aislamiento de peracetil a-D-glucopiranosa (RIAcC)

Del residuo acuoso en el procedimiento de particion del extracto total se aislé un
polvo de color arena, insoluble en la mayoria de disolventes organicos el cual fue
sometido al procedimiento de acetilacion. Después de purificar por cromatografia
preparativa en placa, el producto de acetilacion (RIAc) se presentd como un solido
color blanco. Las constantes fisicas, espectroscopicas y espectrométricas se
presentan a continuacion:

p.f. 92-109 °C.

RMN *H (400 MHz, CDCls) 8(ppm): 2.1 (m, 12H, -CHzs), 4.01 (dd, J= 12, 2 Hz, 1H, H-
6b), 4.06 (ddd, J=10.2, 5.6, 2 Hz, 1H, H-5), 4.27 (dd, J= 12, 5.6 Hz, 1H, H-6a),
5.04 (dd, J= 10.4, 4 Hz, 1H, H-2), 5.05 (dd, J= 10, 9.8 Hz, 1H, H-4), 5.29 (d, J=4
Hz, 1H, H-1), 5.51 (dd, J= 10.4, 9.8 Hz, 1H, H-3); (Espectro 28).

RMN *3C (100 MHz, CDCls) §(ppm): 170.6 (C=0), 169.9 (C=0), 169.6 (C=0), 169.5
(C=0), 92.2 (C-1), 69.9 (C-3), 69.8 (C-2), 68.5 (C-4), 68.1 (C-5), 61.7 (C-6), 20.7
(-OCHs), 20.6 (-OCHs3), 20.5 (-OCHs); (Espectro 29).

EM-EI" m/z: (%): 331 (46), 271 (5), 242 (2), 229 (3), 211 (4), 187 (3), 169 (100), 145
(3), 139 (7), 127 (12), 115 (9), 109 (43), 103 (4), 97 (5), 81 (3), 43 (24); (Espectro
33).

Las caracteristicas espectroscopicas del producto RIAc correlacionaron para el

azucar a-D-glucopiranosa en forma acetilada (Espectros 28-33).

H OR
H o
RO
RO H
H OR
H OR
R=HoAc

Figura 29. Peracetil-a-D-glucopiranosa
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CONCLUSIONES

1. El estudio quimico biodirigido de la especie Selaginella lepidophylla Spring, permitié
el aislamiento de tres productos naturales, que corresponden a la misma serie de
biflavonoides: la robustaflavona (6d3) como metabolito secundario previamente
identificado en la especie y dos productos mas de caracter novedoso, la (2S)-2,3-
dihidro-robustaflavona (5e) y la (2S)-2,3-dihidro-5-metoxi-robustaflavona, (6b2C)
con lo cual se contribuye al conocimiento del contenido metabdlico de la especie.
Se logré hacer la asignacion precisa de las sefiales en RMN para los tres

biflavonoides aislados, mediante el uso de acetona deuterada.

2. La actividad nula de los extractos contra A. salina no descarta la actividad citotoxica,
debido a que las fracciones F2-F5 del extracto de acetato de etilo presentaron
actividad en el modelo mencionado, lo que indica que pudiera existir algun
metabolito minoritario activo que no se detecto6 en el extracto total.

3. No se encontré actividad significativa por parte de los extractos, fracciones y
biflavonoides obtenidos, en las pruebas de citotoxicidad contra las lineas celulares
KB y HEP-2. A pesar de los resultados, no se puede descartar el potencial
citotoxico de la especie, pues las lineas celulares utilizadas (carcinoma
nasofaringeo, de laringe y cervical) no se relacionan con el uso medicinal de la

doradilla, sobre higado y rifion.

4. Al probar los extractos en una bateria de microorganismos relacionados al uso
tradicional de la planta, no se encontré potencial antimicrobiano contra Escherichia
coli, Proteus mirabilis y Candida albicans que son representativos en infecciones
urinarias. Sin embargo, se observé actividad por parte del extracto de acetato de
etilo contra un mayor numero de agentes etiolégicos, Staphylococcus aureus,
Streptococcus faecalis, Pseudomonas aeruginosa y Salmonella tiphy, lo que pudiera

justificar el uso medicinal tradicional conferido a la planta. El extracto total, el n-
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butandlico y el hexanico presentaron actividad moderada contra S. aureus; y solo
los dos dltimos indicaron también, moderada actividad antimicotica contra los

hongos dermatofitos Tricophyton mentagrophytes y T. rubrum.

5. El estudio del efecto de los biflavonoides sobre el proceso de fotofosforilacion
permite comprobar que estos productos inhiben la sintesis de ATP en cloroplastos
aislados de espinacas. La evidencia experimental permitio establecer que los tres
productos naturales actian como inhibidores de la reaccion de Hill y de la
transferencia de energia. La robustaflavona (6d3) inhibe el transporte de electrones
del FSII, tanto en el lado donador en la enzima que fotolisa el agua (OEC), como en
el lado aceptor del fragmento entre Pggo ¥ Qa; afecta a nivel de los centros de
reaccion del fotosistema Il. La interaccion de la 2,3-dihidro-robustaflavona (5e) se
localiza en el tramo del cit be/f a plastocianina, en el transporte de electrones de
fotosistema I. El efecto inhibitorio de 2,3-dihidro-5-metoxi-robustaflavona (6b2C) en
la sintesis de ATP se debe a su fuerte efecto inhibitorio en la transferencia de

energia.

6. Este trabajo constituye una aportacion adicional al conocimiento de la flora
tradicional mexicana por ser el primer estudio quimico-bioloégico realizado a la
especie Selaginella lepidophylla y al campo de los biflavonoides con potencial

herbicida.
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PERSPECTIVAS

1. Los resultados obtenidos del presente trabajo, eventualmente, se podrian integrar
dentro de una monografia de la especie Selaginella lepidophylla, dentro de las

pruebas de identidad y de composicion.

2. El contenido metabdlico de biflavonoides de la planta demostré ser abundante por
cromatografia, por lo que sera pertinente analizar aquellas fracciones que no se

examinaron en este trabajo.
3. Se requieren hacer pruebas in vivo en plantas crecidas, en plantas de malezas y

de cultivos para determinar si el biflavonoide robustaflavona (6d3) podria ser

empleado como herbicida postemergente.
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