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RESUMEN

La busqueda de metabolitos secundarios con propiedades biolégicas ha
incrementado en los ultimos afos debido entre otras cosas, al aumento de
enfermedades cronico degenerativas. El 80 % de los productos naturales conocidos
actualmente derivan de plantas, sin embargo, este porcentaje representa solo el
10% del total de metabolitos secundarios que podrian contener. México es el 4° pais
con mayor riqueza de plantas a nivel mundial y el 2° en endemismos de especies
vegetales. La familia Asteraceae es el grupo de plantas mas representativo del pais
en cuanto a numero de especies. El éxito evolutivo de dicho grupo se atribuye, en
parte, a la gran variedad de productos naturales que sintetiza. Lo anterior ha sido
motivo de estudio acerca de la composicién quimica de algunos miembros de la
familia, pero aun queda un gran numero de especies por estudiar al respecto, como
aquellas que pertenecen a la tribu Tageteae especificamente Dyssodia tagetiflora,
endémica de México. El presente trabajo esta enfocado en el aislamiento e
identificacion de los principales compuestos del extracto metandlico de D. tagetiflora
(EMDT) y en evaluar sus propiedades antioxidantes, citotoxicas y citoprotectoras.
El fraccionamiento del EMDT se llevé a cabo mediante diferentes técnicas
cromatograficas, aislando los cuatro compuestos siguientes: hiperdsido, avicularina,
acetato de avicularina y quercetina, estos fueron analizados por resonancia
magnética nuclear (RMN) de "®C y 'H. La cuantificacion de dichos compuestos en
el EMDT se realizé por cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC) por sus siglas
en inglés) siendo el de mayor concentracion el hiperdsido y el de menor, la
quercetina. EI EMDT, el hiperdsido y la quercetina presentan efecto antioxidante
frente al radical DPPH*. EI EMDT es citoprotector previene la formacion de
micronucleos inducidos por H202 en células de raices de V. faba. Ademas, no
presenta efectos genotdxicos e induce la mitosis en este modelo, tampoco presenta
efectos citotoxicos sobre la linea celular HaCat. Finalmente, basado en los
resultados del presente trabajo, el EMDT podria representar una fuente de

compuestos quimiopreventivo.



ABSTRACT

Recently, research on biological properties of secondary metabolites has increased,
because among other things, to the rise in the incidence of chronic degenerative
diseases. So far plants are the main source of natural products, 80% of these
compounds are vegetal origin. However, this percentage represents only 10 % of
the total of secondary metabolites that could be contained by plants. Mexico is the
country with de fourth largest floristic richness at the world and the second by its
endemic plant species. The Asteraceae family is the most representative in Mexico
by its largest number species. The evolutive success of this family is due in part of
to its wide array of natural products. These has been reason for studying the
chemical composition of some species of this family, but still a large number of
species to study about. As those belonging to the tribe Tageteae genus Dyssodia
sepecifically Dyssodia tagetiflora, endemic to Mexico. The aim of the presented
study was to isolate and identify the main compounds of the methanolic extract of D.
tagetiflora and evaluate its antioxidant, cytoprotective and cytotoxic properties. The
fractionation of the EMDT was carried out by different chromatographic techniques,
were isolated four compounds: hyperoside, avicularin, avicularin acetate and
quercetin. They were analyzed by 3C and 'H nuclear resonance magnetic (NMR).
These compounds were quantified in the EMDT by high performance liquid
chromatography (HPLC), the hiperoside with the greater concentration and the
quercetin with the lowest. The EMDT, hyperoside and quercetin had antioxidant
properties against DPPH’ radical. The EMDT is cytoprotective, prevents the
formation of micronucleus induced by H202 on roots cells from Vicia faba. In addition,
it does not present genotoxic effects in the same model. And it was no cytotoxic
effect for human cell line HaCat. Finally, according to these results the EMDT could

represents a source of chemopreventive agents.



1. INTRODUCCION

Las plantas son organismos sésiles por lo que han desarrollado diversas estrategias
para sobrevivir a esta condicion, como la produccion de una amplia variedad de
metabolitos secundarios también llamados productos naturales (Siracusa y Ruberto
2014). Del total de productos naturales conocidos aproximadamente el 80% son de

origen vegetal (Zhong, 2010).

La amplia variedad de productos naturales sintetizados por las plantas depende de
los diferentes factores bidticos y abidticos a los que se encuentran expuestas
(Verma y Shukla, 2015). Por lo tanto, la capacidad de las plantas para colonizar
nuevos territorios o sobrevivir a los cambios que se presenten en el lugar en el que
se encuentran estara sujeta, entre otras cosas, a su capacidad para sintetizar
metabolitos secundarios que puedan actuar en la defensa contra herbivoros y
patdogenos, asi como atrayentes de polinizadores, hormonas, compuestos de
sefalizacion molecular, de reserva de precursores del metabolismo primario, entre
otras; de tal forma que permitan su adaptacion a las nuevas condiciones
ambientales (Pettinati et al., 2012).

La variedad estructural de estos compuestos esta dada por modificaciones quimicas
a una estructura basica. Dicha variabilidad genera diferentes perfiles metabdlicos
entre especies, organismos de una poblacién e incluso en los diferentes érganos de
una planta, lo cual se considera como parte de su estrategia adaptativa (Sepulveda
et al., 2003).

Gran parte de los productos naturales sintetizados por las plantas poseen
propiedades bioldgicas, que son aprovechadas por el hombre en la generacion de
insecticidas, pesticidas, hormonas de crecimiento de plantas, conservadores de
alimentos, cosméticos y farmacos (Talapatra y Talapatra, 2015). Aproximadamente
una cuarta parte del total de farmacos existentes derivan directa o indirectamente
de plantas (Zhong, 2010).

Actualmente, el interés en el estudio de productos naturales sintetizados por las

plantas con fines quimiopreventivos ha aumentado, debido al incremento de



enfermedades cronico degenerativas. Sin embargo, se estima que solo el 10 % de
los compuestos que podrian existir en plantas han sido identificados y de una
pequefa fraccion ha sido evaluada su bioactividad (Zhon, 2010; Nikapitiya, 2012).
Por lo tanto, las plantas siguen representando una alternativa en la busqueda de

productos naturales bioactivos.

Los productos naturales con propiedades antioxidantes son de suma importancia
debido a que funcionan como agentes quimiopreventivos o coadyuvan en el
tratamiento de distintas enfermedades (Shaidi y Zhong, 2015). En los organismos,
los radicales libres se generan de forma natural como consecuencia del
metabolismo aerdbico o de la exposicidon a factores externos como la contaminacién
ambiental, la radiacidon, el consumo de drogas, los solventes industriales, entre
otros. Cuando los niveles de radicales libres exceden la capacidad de la célula para
controlarlos se llega a un estado denominado estrés oxidativo, es decir, un
desbalance entre los compuestos oxidantes y la produccion de defensas
antioxidantes (Ray et al., 2012), lo que conlleva dafos celulares con el posterior
desarrollo de patologias degenerativas como cancer, enfermedades
cardiovasculares, Alzheimer, Parkinson y arterioesclerosis, entre otras (Benedi et
al., 2004).

Los compuestos antioxidantes originados del metabolismo secundario de plantas
pueden prevenir los dafios generados por los radicales libres, actuando a través de
diferentes mecanismos, como: quelando metales de transicién pro-oxidantes,
reduciendo radicales libres, descomponiendo peroxidos y reprimiendo la activacion
de enzimas oxidativas (Pisochi y Pop, 2015). Por lo anterior, la atencién de diversos
estudios se ha enfocado en el aislamiento e identificacion de metabolitos
secundarios derivados de plantas con propiedades antioxidantes (Rajendran et al.,
2014).

México es una fuente atractiva de productos naturales con propiedades bioactivas,
como antioxidantes, pues es el 4° pais con mayor numero de especies vegetales en

el planeta, y el 2° en especies endémicas (Villasefor, 2016).



La familia Asteraceae o Compositeae es el grupo de plantas con mayor numero de
especies en México, siendo nuestro pais el centro de diversificacion (Villareal et al.,
2008). El éxito evolutivo de las compuestas se atribuye en gran parte a la elevada
variedad de sustancias quimicas que sintetizan (Bakar et al., 2015). Debido a lo
anterior, varias especies de la familia como: el ajenjo, (Artemisia ludoviciana spp.
Mexicana), zoapatle (Montanoa tomentosa) y arnica (Heterotheca inuloides), entre
otras, son utilizadas en la medicina tradicional mexicana para tratar distintos
padecimientos (Heinrich, 1998). Varias de estas especies han sido motivo de
investigacién en cuanto a sus propiedades biologicas, encontrando por mencionar
algunas, propiedades antimicrobianas, antinflamatorias, citotéxicas y antioxidantes
(Rodriguez et al., 2017; Lopes et al., 2008), y en cuanto a su composicion quimica
para tratar de elucidar los compuestos responsables de dichas propiedades
(Besada et al., 2015).

A pesar de la diversidad de las asteraceas y de su potencial como fuente de
compuestos bioactivos un gran numero de especies aun no han sido estudiadas
desde este punto de vista, sobre todo aquellas que no tienen un antecedente de uso
medicinal, pero que si sintetizan una amplia variedad de productos naturales que

podrian presentar propiedades bioldgicas.

La familia Asteracea esta subdividida en tribus, una de ellas es Tageteae, que
incluye 216 especies distribuidas entre 16 a 23 géneros, algunas especies son
cultivadas como plantas de ornato, otras son de uso ceremonial o medicinal
(Loockerman et al., 2003). Dyssodia es uno de los géneros que componen a la tribu,
algunas de sus especies son utilizadas en la medicina tradicional mexicana para
tratar enfermedades de rifidn, vejiga, estdmago, problemas de sudoracion excesiva
y de ansiedad. Ademas, las hojas de D. papposa son utilizadas para aliviar el dolor
de cabeza (Shemlukc, 1982) y la infusidn de la parte aérea de D. micropoides es
conocida en México por sus propiedades hipoglucemiantes (Andrade-Cetto y
Heinrrich, 2005).

Algunas especies de Dyssodia han sido investigadas en cuanto a sus propiedades

bioactivas. Guitierrez-Lugo y colaboradores en 1996 mencionaron, que el extracto



cloroférmico de D. papposa presentd propiedades citotoxicas sobre Artemia salina
y sobre las lineas celulares de cancer de colon (HT-29), pulmon (A-549) y mama
(MCF-7). Ademas, el extracto metandlico de D. papposa presenté actividad
antimicrobiana sobre Trichophytum mentagrophytes, hongo causante de
dermatofitosis. También, el extracto metanol-cloroformo de D. pinnata presenta

propiedades antiespasmoliticas en ileon extraido de raton (Rojas et al., 1999).

Los estudios acerca de la composicion quimica de las especies de Dyssodia son
escasos, entre los que se encuentran: tiofenos, acetilenos y poliacetilentiofenos,
identificados en D. porophylloides, D. anthemidifolia, D. pentachaeta, D. tenuiloba,
D. papposa, D. acerosa y D. dicipiens (Bohlmann et al., 1976; Bohlmann y Zdero
1979; Downum y Towers, 1985); un policétido y un éster de tiofeno identificados en
las raices de D. tagetoides, D. papposa y D. acerosa (Perez-Amador et al., 2004) y
monoterpenos identificados en D. decipiens 'y D. acerosa (Bohelmann y Zdero 1979;
Tellez, R. et al., 1997).

D. tagetiflora, pertenece al género Dyssodia, como una especie endémica de
México, es una de las especies que no presentan antecedentes de uso medicinal, y
que hasta el momento no ha sido estudiada en cuanto a los productos naturales que

la componen y a sus propiedades bioactivas.

En sintesis, la necesidad por obtener nuevos compuestos con propiedades
quimiopreventivas va en aumento y los productos naturales derivados de las plantas
representan una alternativa por la amplia diversidad de estructuras quimicas que
muestran. Con este fin y con antelacién a la realizacion de la presente investigacion
se llevd a cabo un trabajo de campo con el objetivo de buscar plantas de México
que pudieran presentar dichas cualidades encontrando a D. tagetiflora como una

opcidn de estudio.



2. MARCO TEORICO

2.1 Familia Asteraceae

La familia Astereceae es una de la mas grandes dentro de las angioespermas,
constituye el 8 % de la flora mundial, cosmopolita excepto en la Antartida. Su éxito
evolutivo se atribuye principalmente a la morfologia de sus inflorescencias, su
plasticidad para adaptarse en diferentes condiciones ambientales, su amplia
distribucion, el numero de cromosomas y a los productos naturales que sintetiza
(Jansen et al., 1991; Panero y Funk, 2008).

La sistematica de la familia ha sido estudiada durante los ultimos 150 afios, sin
embargo, aun existen discordancias con respecto a las relaciones taxonomicas
interfamilia. Se estima que existen entre 23 y 30 mil especies de asteraceas
subdivididas en 12-35 tribus, con caracteristicas fitoquimicas particulares en cada
una (Jansen et al., 1991; Alvarenga et al., 2001; Panero y Funk., 2008; Funk et al.,
2009; Kenny et al., 2014; Henrich, 1998).

2.1.2 Quimica de la familia Astereaceae

Los productos naturales que se han encontrado en la familia Asteraceae presentan
una amplia variedad. Se ha considerado que el éxito evolutivo de las compuestas
se debe en parte a su alta diversidad quimica que funciona como mecanismo de
defensa (Jansen et al., 1991; Anderberg et al., 2007). Hasta 1990 se estimaba que
cerca de 5000 asteraceas habian sido estudiadas en cuanto a su composicion
quimica, identificando 7000 compuestos (Zdero y Bohlmann 1990). Los principales
grupos encontrados son: poliacetilenos y sus derivados, siendo el mas comun
tridecapentaineno, aunque ausente en Cichorieae, Asteraea y Anthemideae;
lactonas sesquiterpénicas, formando parte del latex y la cavidad subcuticular de los
vellos glandulares, presentes en casi todas las tribus principalmente como
guaiandlidos y germacrandlidos, y finalmente inulinas tipo fructanos almacenados
en vacuolas. Otros constituyentes quimicos de las compuestas son: cumarinas
concentradas en ciertas tribus; labdanos clerodanos y sus derivados, timol y sus

derivados, abietanos y flavonoides ampliamente distribuidos en toda la familia



(Seaman, 1982; Bohlmann, 1990; Zdero y Bohlmann 1990; Alvarenga et al., 2001;
Anderberg et al., 2007).

2.2 Tribu Tageteae

Tageteae, cuenta con 16 géneros y 170 especies en México (Villareal et al., 2008),
nuestro pais podria ser el origen de la tribu de acuerdo con estudios de filogenia
molecular, las zonas altas del pais son el centro de diversificaciéon de la misma
(Loockerman et al., 2003; Anderberg et al., 2007).

Diferentes hipotesis con respecto a las relaciones taxondmicas intertribales en la
subfamilia Asteroideae han sido publicadas, basadas principalmente en
caracteristicas morfologicas, quimicas y secuencias de ADN (Pelser y Watson,
2009). La posicion taxondmica de Tageteae en dicha subfamilia ha generado
desacuerdos entre los taxonomos (Loockerman et al., 2003). En 1977 Strother
separo a la tribu en dos subtribus, por un lado, Pectidinae con el género Pectis y por
otro Tagetinae con los géneros restantes. Dicha clasificacion se basé en las
caracteristicas morfolégicas compartidas por las especies de Pectis. Robinson
(1981) colocdé a Tageteae como subtribu de Heliantheae y a Tagetinae como
sinonimia de Pectinidae. Finalmente, Panero y Funk 2002 reconocieron a Tageteae
como tribu de Asterideae basado en el analisis filogenético del ADN de cloroplastos
de 120 géneros (Baldwin, 2009).

Otro problema taxonoémico lo representa la circunscripcion y la relacién de los
géneros dentro de la tribu. Algunos estan bien definidos como Pectis con 75
especies, Tagetes con 55 especies y Porophyllum con 28 especies; los géneros
restantes se conforman por pocas especies 0 son monotipicos. Varias especies
fueron incluidas en un principio en Dyssodia, sin embargo, en 1986 Strother dividio
a Dyssodia en siete géneros. El debate sobre las relaciones taxbnomicas dentro de
la tribu continua presente. Hasta 2003 habia 23 géneros publicados en la tribu
Tageteae sin relaciones filogenéticas precisas (Loockerman et al., 2003). Este

grupo incluye especies ornamentales y de uso ceremonial (Villarreal et al., 2008).



2.2.1 Quimica de la Tribu Tageteae

Los principales grupos de productos naturales presentes en la tribu Tageteae son
flavonoides, poliacetilenos y monoterpenos (Calabria et al., 2009). La tribu es
considerada monofilética por la presencia de glandulas oleiferas, constituidas por
aceites escenciales, principalmente por monoterpenos, en las hojas y filarios del
involucro (Anderberg et al.,, 2007; Villareal et al., 2008). Los poliacetilenos se
encuentran en tallos, raices y en menor medida en flores. Del tridecapentaineno,
poliacetileno caracteristico de las asteraceas, derivan los tiofenos presentes en
varios géneros de la tribu (Anderberg et al., 2007). Con respecto a los flavonoides
que constituyen a Tageteae, pocas especies contienen flavonas, pero todas las
especies estudiadas acumulan flavonoles principalmente quercetagenina y sus
derivados glicosilados. El género Tagetes es el mas estudiado de la tribu en cuanto

a flavonoides (Bohm y Stuessy, 2001).

Cabe resaltarr que las lactonas sesquiterpenas, un grupo caracteristico de la

subfamilia Asterideae, estan ausentes en Tageteae (Simpson, 2009).
2.3 Género Dyssodia

En un inicio Strother (1877) consideraba que Dyssodia estaba constituida por 32
especies, sin embargo, en 1986 el mismo autor reconsidero la circunscripcién de
las especies que formaban dicho grupo, basandose en nuevas observaciones
morfoldgicas y en el numero de cromosomas dentro del género con relacion a
Tageteae, concluyendo que varias especies pertenecientes a Dyssodia
presentaban mayor relacién con otros géneros de Tageteae que entre ellas mismas.
Dicho analisis resultdé en la divisibn de Dyssodia en siete géneros segregados
(Adenophyllum, Boeberastrum, Boeberodides, Comaclinium, Dysodiopsis,
Dyssodia y Thymophylla), reduciendo el numero de especies que se estimaba en
un inicio. Posteriormente, estudios filogenéticos confirmaron que Dyssodia es
polifilético y que los géneros segregados deben ser reconocidos (Loockerman et al.,
2003).



Actualmente, se estima que Dyssodia cuenta con entre 4 y 5 especies todas
presentes en México, sin embargo, algunas se distribuyen desde el sur de Canada

hasta Guatemala (Villarreal et al., 2008).
2.3.1 Morfologia del género Dyssodia

Las especies del género Dyssodia se caracterizan por presentar la morfologia
siguiente: son hierbas anuales o perenes con hojas basales opuestas y las
superiores distalmente alternas y pinatifidas con I6bulos lineares u oblanceolados,
el margen dentado con glandulas oleiferas submarginales o dispersas en la lamina.
Las inflorecencias son terminales solitarias o en racimos abiertos, los pedunculos
bracteados, pueden o no presentar caliculas, presentan involucros cilindricos o
hemisféricos con filarias dimérficas de 1 a 3 seriadas con glandulas oleiferas, los
receptaculos pueden ser planos a conicos. Las flores son liguladas amarillas o
naranjas, las flores del disco son amarillo-naranja en ocasiones con puntas color
purpura, las anteras son ovales o lanceoladas, los aquenios son obpiramidales u
obconicos negros, glabros moderadamente pubescentes. Vilano contiene de 15 a
20 escuamulas de varias longitudes compuestas de 5-10 cerdas barbeladas
(Villarreal et al., 2008).

2.3.2 Quimica del género Dyssodia

Actualmente es limitada la informacién disponible acerca de la composicién quimica
del género Dyssodia, debido a la escasez de estudios al respecto, por lo anterior no
es posible mencionar un patrén quimico particular. Sin embargo, los compuestos
que han sido reportados para el género van de acuerdo con aquellos caracteristicos
de la tribu a la que pertenece este grupo. Se han identificado principalmente
compuestos de tipo poliacetilenos y tiofenos (Bholmann y Zdero 1976; Downum vy
Towers 1985; lyengar et al., 1987; Téllez et al., 1997), monoterpenos como
componentes principales de los aceites esenciales (Bholmann y Zdero 1979; Tellez
et al., 1997) y flavonoides de tipo flavonoles, ademas derivados glicosilados de
quercetina y quercetagenina se reportaron en D. pinnata y D. papposa (Bohm y
Stuessy, 2001).



2.4 Dyssodia tagetiflora Lag. clasificacion taxonémica

Reino: Plantae

Division: Magnoliphyta
Clase: Magnolipsida

Orden: Asterales

Familia: Asteraceae
Subfamilia: Asteroideae
Tribu: Tageteae

Género: Dyssodia

Especie: Dyssodia tagetiflora

Dyssodia tagetiflora (Figura 1) es comunmente llamada “Tzacarata”, crece en zonas
abiertas y perturbadas, como en las orillas de carreteras. Forma parte de la
vegetacion secundaria del bosque tropical caducifolio, de bosque Pinnus-Quercus,
y la transicion del bosque de Quercus con bosque tropical caducifolio. Crece a

alturas de 1600 a 2200 msnm, y florece de mayo a diciembre (Villarreal et al., 2008).

Esta especie es endémica de México, se distribuye en los estados de
Aguascalientes, Chiapas, Colima, Durango, Guanajuato, Guerrero, Jalisco, Ciudad
de México, Michoacan, Morelos, Nayarit, Oaxaca, Puebla, Querétaro, San Luis

Potosi, Tlaxcala, Veracruz y Zacatecas (Villareal et al., 2008).
2.4.1 Morfologia de Dyssodia tagetiflora

Las plantas de esta especie son herbaceas perennes de 40 a 90 cm de altura, los
tallos son erectos ramificados en la parte superior y estrigosos. Las hojas son
opuestas a alternas de 3 a 5 cm de alto pinnatisectas en 11 a 17 I6bulos lineares a
oblanceolados con margen entero a dentado, la pubescencia esparcida, numerosas
glandulas oleiferas. Las cabezuelas se encuentran en pedunculos de 5 a 10 cm de
largo, bracteoladas ensanchadas en la parte terminal, el caliculo tiene de 6 a 7
bractéolas caliculares de 5 a 9 mm de largo lineares, el apice es agudo con
glandulas oleiferas, el involucro es turbinado a campanulado de 7 a 10 mm de alto,

8 filarias oblanceoladas purpureas con glandulas lineares receptaculo plano a
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convexo flores liguladas de 5 a 8, con 6 a 8 mm de longitud, amarillas a anaranjadas.
De 40 a 60 flores del disco, amarillas, con corolas cilindricas de 4 a 6 cm de largo,
I6bulos ovados triangulares papilosos, los aquenios de 3 a 4 mm de largo
obpiramidales estriados, negros, vilanos con 12 a 20 escuamulas ordenados en dos

hileras, dividas en 5 a 10 cerdas usualmente purpuras (Villarreal et al., 2008).

Figura 1. Dyssodia tagetiflora Lag.

2.5 Poliacetilenos

Los poliacetilenos son un grupo de compuestos caracterizados por uno o0 mas
enlaces triples C=C. Se conocen aproximadamente 2000 estructuras diferentes de
las cuales 1100 fueron aisladas de la familia Asteraceae, generalmente son
poliacetilenos de 10, 13, 14 y 17 atomos de carbono, algunos de estos compuestos
se encuentran en forma de glicésidos, entre otras variantes. Estos se localizan
principalmente en raices, aunque también estan presentes en hojas y tallos. Varios
compuestos de este tipo son conocidos por sus propiedades biologicas entre las
que destacan: citotoxicidad, efecto antinflamatorio, antibacterial y antifungico (Negri,
2015).
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La biosintesis de los poliacetilenos se explica sobre la generacion de los enlaces
acetilénicos mediante los modelos siguientes: mecanismo de deshidrogenacion
oxidativa y reaccion de eliminacion de un enol carboxilato. Ambos, pueden utilizar
tres intermediarios diferentes, acidos crepeninico, acido estearico y acido tarico,
estos a su vez derivan de los acidos grasos linoleico, oleico y esteardlico

respectivamente (Figura 2) (Minto y Blacklock 2008; Negri 2015).
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Figura 2. Precursores biosintéticos de los poliacetilenos.

Los precursores monoacetilados son sometidos a reacciones de insaturacion
regularmente por enzimas desaturasas y acetilasas con el fin de generar triples
enlaces, reacciones de oxidacion que acortan la cadena del poliacetileno o adiciona
grupos funcionales, y reacciones de descarboxilacidon que generan poliacetilenos

con numero impar de carbonos (Negri, 2015).
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2.5.1 Tiofenos

Los tiofenos son compuestos derivados de los poliacetilenos que se caracterizan
por la presencia de uno o mas heterociclos con atomos de azufre (S). La variacion
estructural en este grupo esta dada por el numero de anillos y por el grado de
insaturaciéon en la cadena de carbonos. La sintesis de tiofenos es generada por la
adicion de un atomo de S a una molécula de acetileno, los donadores de dicho
atomo parecen ser los grupos tiol de la cisteina o el glutation, el compuesto acetileno

precursor es el tridecapentaineno (Arroo et al., 1997).
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5-(3-buten-1-inil)-2,2’- 5-(4-acetoxi-1-butinil)-
bitiofeno (BBT) 2,2’-bitiofeno (BBTOAC)
S S
BYAYWE _
S S S HO

5-(4-hidroxi-1-buntinil)-

2,2”:5',2 -tiertenil (a-T) 2,2’bitiofeno (BBTOH)

Figura 3. Tiofenos mas abundantes en el género Tagetes.

Los tiofenos se encuentran principalmente en hongos y en plantas de la familia
Asteraceae (Minto y Blacklock, 2008). Dichos compuestos se acumulan
generalmente en raices, aunque también se encuentran en hojas y flores, se ha
reportado que funcionan como agentes neamaticidas, fungicidas, citotoxicos y
alelopaticos (Maroti et al., 2010). El género Tagetes es uno de los principales
sintetizadores de este grupo de compuestos con mas de 150 tiofenos reportados
(Minto y Blacklock, 2008). Cuatro tiofenos relacionados biosintéticamente estan
presentes de manera abundante en Tagetfes, estos son: 5-(3-buten-1-inil)-2,2’-
bitiofeno (BBT), 5-(4-hidroxi-1-buntinil)-2,2’bitiofeno (BBTOH), 5-(4-acetoxi-1-
butinil)-2,2’-bitiofeno (BBTOACc) y 2,2:5’,2"-tiertenil (a-T) (Figura 3) (Maroti et al.,
2010).
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2.6 Terpenos

Los terpenos son un grupo de productos naturales con una amplia diversidad
estructural, todos derivados de una molécula base el isopreno, un hidrocarburo de
5 atomos de carbono, producto de la descomposicidén térmica de los terpenos,
aunque no esta involucrado en la sintesis de éstos. La unidad monomérica que
forma este grupo de productos naturales es el bifosfato de isopentenilo o su isémero
el dimetil-alil-bifosfato (Figura 4). La variedad quimica de estos metabolitos
secundarios se debe al numero unidades monoméricas y a la forma en la que se
unen, ademas de los grupos funcionales que se presentes en la molécula (Dewick,
2009).

Las rutas biosintéticas por las cuales se generan los terpenos son dos, la ruta del
acido mevalénico y la del 2-C-metil-D-eritrol-4-fosfato. En la primera via, tres
unidades de acetil coenzima A se unen para formar acido mevalénico, el cual
sufre dos fosforilaciones y una descarboxilacion generando las moléculas
precursoras de terpenos, el bifosfato de isopentenilo y su isémero, formas activas
del isopreno; esta via se lleva a cabo en el citoplasma y en algunos casos en el
reticulo endoplasmico, produciendo principalmente sesquiterpenos, triterpenos y
politerpenos. En la segunda ruta, estan involucrados el acido piravico y el
gliceraldehido-3-fosfato, la union de ambos forman la 5-fosfo-1-desoxi-D-xilulosa,
molécula precursora del 2-C-metil-D-eritrol-4-fosfato intermediario en la sintesis
de bifosfato de isopentenilo, esta via se lleva a cabo en los cloroplastos y genera

principalmente monoterpenos, diterpenos y carotenoides (Dewick, 2009).

A/\OPP /\/\OPP

Dimetilalil bifosfato Bifosfato de isopentenilo

Figura 4. Moléculas precursoras de los terpenos.

Los terpenos se clasifican de acuerdo al numero de unidades de isopreno (Figura
5) que lo conforman en: hemiterpenos (5C), monoterpenos (10C), sesquiterpenos
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(15C), diterpenos (20C), sesterpenos (25C), triterpenos (30C) y tetraterpenos (40C)
(Dewick, 2009).

4

Figura 5. Isopreno, molécula de 5 carbonos.

Los terpenos son los productos naturales que mas producen las plantas y en ciertos
casos el grupo mas grande de compuestos especie-especifico. Cumplen diferentes
funciones como defensa contra herbivoros, actuando directamente como agentes
téxicos o repelentes e indirectamente atrayendo depredadores o parasitos de dichos
herbivoros, ademas atraen agentes polinizadores y mutualistas (Pichersky y
Raguso, 2016).

2.7 Flavonoides

Los flavonoides son compuestos sintetizados a través de las dos vias metabdlicas
siguientes: la via del acido shikimico y la del acido mevalonico, de las que se derivan
el p-cumaril-CoA y el malonil-CoA, respectivamente. La sintesis de flavonoides
comienza con la union de 3 moléculas de malonil-CoA y una de p-cumaril CoA,
generando incialmente un policétido, este puede sufrir dos reacciones distintas por
las enzimas chalcona-sintetasa o estilbeno-sintetasa, obteniendo como producto
chalconas o estilbenos, respectivamente. Las chalconas son los precursores de una

amplia variedad de flavonoides (Dewick, 2009).

Los diferentes grupos de flavonoides comparten el mismo esqueleto base
constituido por dos anillos aromaticos, el anillo A y el B conectados por un
heterociclo de 3 carbonos, conocido como anillo C (Figura 6). Los flavonoides se
dividen en diferentes grupos de acuerdo a las variaciones estructurales al anillo C.
Las flavononas, flavonas y flavonoles difieren en su estructura por la presencia o
ausencia de un doble enlace entre el C2 y C3, asi como por la presencia de un

grupo hidroxilo en el C3 solo en flavonoles, estos tres grupos presentan el anillo B
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unido al C2, las isoflavonas se distinguen porque el anillo B esta unido al C3. El
grupo carbonilo en la posicion C4 es caracteristico de casi todos los grupos de
flavonoides con excepciones, como las antocianinas que presentan un sistema
conjugado de dobles enlaces. La variacion dentro de los diferentes grupos de
flavonoides esta dada por modificaciones en los sustituyentes, incluyen
hidroxilaciones, metoxilaciones, acetilaciones, prenilaciones y glicosilaciones
(Bohm y Stuessy, 2001).

Figura 6. Estructura base de los flavonoides.

Los flavonoides se distribuyen ubicuamente en plantas. En la familia Asteraceae es
mas comun encontrar flavonoides de tipo flavonoles y flavonas, principalmente
luteolina en 139 de los 410 géneros; apigenina en 118; kaempferol en 114; y

quercetina en 212; asi como sus derivados glicosidicos (Bohm y Stuessy, 2001).
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3. JUSTIFICACION

La necesidad por estudiar nuevos compuestos con propiedades quimiopreventivas
0 que coadyuven en el tratamiento de diversas patologias va en aumento debido al
incremento de enfermedades cronico degenerativas (Zhon, 2010); una alternativa a
lo anterior, ha sido la busqueda de productos naturales derivados de plantas con
propiedades bioactivas. La familia Asteraceae es el grupo de plantas con mayor
numero de especies en México, su éxito evolutivo se atribuye entre otras cosas a la
amplia variedad de metabolitos secundarios que sintetiza (Villareal et al., 2008;
Bakar et al., 2015); por esta razon varias especies de esta familia han sido motivo
de estudio con respecto a su composicion quimica y propiedades bioldgicas, sin
embargo, a causa de la extension de la familia aun faltan especies por estudiar
(Heinrich, 1998). México es el centro de diversificacion de esta familia, asi como de
una de sus tribus, la tribu Tageteae, a ésta pertenece el género Dyssodia
conformado por siete especies, todas presentes en el pais, con algunas endémicas
como D. tagetiflora ésta carece de estudios con respecto a su composicién quimica
y propiedades biologicas, aunque podria ser una fuente de compuestos
quimiopreventivos de acuerdo con la composicion quimica caracteristicas de la tribu
(Villareal et al., 2008; Calabria et al., 2009).
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4. PREGUNTA CIENTIFICA

¢, Cuales son los principales compuestos bioactivos presentes en el extracto

metandlico de D. tagetiflora?

5. HIPOTESIS
5.1 Composiciéon quimica

D. tagetiflora contendra poliacetilenos, flavonoides de tipo flavonoles y sus
derivados glicosilados, de acuerdo con los compuestos caracteristicos de la tribu

Tagetae.
5.2 Antioxidantes

D. tagetiflora biosintetiza flavonoides, asi el extracto metandlico tiene propiedades
antioxidantes debido a que los flavonoides son conocidos, entre otras cosas, por

esta actividad bioldgica.
5.3 Citotoxicidad

D. tagetiflora contiene poliacetilenos, el extracto metandlico tendra propiedades

citotoxicas, ya que los poliacetilenos son considerados compuestos toxicos.
5.4 Citoproteccion

D. tagetiflora presentara efecto citoprotector frente al dafio inducido por H202 en

diferentes modelos bioldgicos, debido a sus propiedades antioxidantes.
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6. OBJETIVOS

6.1 Objetivo general

Aislar e identificar los principales compuestos bioactivos del extracto metandlico de

las partes aéreas de D. tagetiflora.

6. 2 Objetivos particulares

Aislar de forma biodirigida los metabolitos secundarios del extracto
metandlico de las partes aéreas de D. tagetiflora.

Caracterizar los principales componentes del extracto metandlico de las
partes aéreas de D. tagetiflora.

Evaluar las propiedades antioxidantes del extracto metandlico de las partes
aéreas de D. tagetiflora y de su principal componente quimico.

Evaluar la actividad citotoxica y genotdéxica del extracto metandlico de las
partes aéreas de D. tagetiflora sobre raices de V. faba.

Evaluar la actividad citoprotectora del extracto metandlico de las partes
aéreas de D. tagetiflora sobre raices de V. faba.

Evaluar el efecto del extracto metandlico de las partes aéreas de D.

tagetiflora en la viabilidad de la linea celular HaCat.
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7. MATERIAL Y METODO

7.1 Material vegetal

La parte aérea de D. tagetiflora se colecté en el cerro del Toro, municipio de
Acambaro, Estado de Guanajuato, México (Apéndice 1) a 1884 msnm, en octubre
de 2015. Fue identificada y registrada (20417) en el herbario IZTA de la FES-
Iztacala UNAM.

7.2 Obtencion de los extractos de D. tagetiflora

El material vegetal fue secado a temperatura ambiente y a la sombra; 1 kg de éste
se macerd en hexano, diclorometano y metanol sucesivamente. Los extractos
obtenidos se filtraron y se concentraron por destilacion a presion reducida para
obtener los so6lidos totales. El extracto metandlico de D. tagetiflora sera denominado
EMDT.

Rendimiento (%)= extracto obtenido (gr)*100/mv (gr)

Dénde: mv= peso seco del material vegetal utilizado para la obtencién del extracto

7.3 Pruebas preliminares

7.3.1 Actividad antioxidante cualitativa

La actividad antioxidante de los extractos obtenidos de D. tagetiflora se determiné
de manera cualitativa. En una placa cromatografica de gel de silice se colocé una
muestra de cada extracto, enseguida se impregno con una solucién metandlica del
radical difenil-picril-hidrazilo (DPPH*) y se dej6é secar por 1 minuto. La prueba se
considerd positiva si el sitio donde se colocd la muestra viraba de color violeta a

amarillo.
7.3.2 Tamizaje fitoquimico del EMDT

Con el fin de determinar cualitativamente los principales grupos de metabolitos

secundarios presentes en el EMDT se llevaron a cabo reacciones coloridas, estas
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se basan en la reaccién especifica de cada grupo de metabolito secundario con
determinados reactivos generando productos coloreados que indican la presencia

del grupo en cuestion.

7.3.2.1 Fenoles

Cloruro férrico (FeCls): Se preparé una solucion de FeCls y se agregaron tres gotas
a 1 mL del EMDT en solucién metandlica (1 mg/mL). Si la reaccion genera una
coloracién verde o azul, la prueba es considerada positiva para fenoles (Wagner y
Bladt., 2001).

7.3.2.2 Flavonoides

Acido sulfurico (H2SOa4): Se agregaron tres gotas de H2SO4 al EMDT en solucién
metandlica (1 mg/mL). La prueba es positiva si se presenta una coloracion amarillo-

rojo o naranja (Dominguez, 1979).
7.3.2.3 Terpenos

Vainillina: EI EMDT se sometié a cromatografia en placa fina (CPF) usando como
eluyente una mezcla de solventes (hexano-acetato de etilo) en una proporcion 8:2.
La placa se reveld con una solucién de vainillina/H2SO4. La prueba resulta positiva
si en la cromatoplaca se generan bandas con una coloracion morada o rosada
(Wagner y Bladt, 2001).

7.3.2.4 Lactonas sesquiterpénicas

Baljet: Se preparé una mezcla de la solucion A (0.01 gr de acido picrico
(CeH20H(NO)3) en 1 mL de etanol) y la solucién B (0.2 gr de hidréxido de sodio
(NaOH) en 2 mL de agua). Tres gotas de dicha mezcla fueron agregadas al EMDT
en solucién metandlica (1 mg/mL). Si la reacciéon genera una coloracion roja o

anaranjada, indica la presencia de lactonas sesquiterpénicas (Dominguez, 1979).
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7.3.2.5 Saponinas

Prueba de espuma: EI EMDT se disolvié en agua destilada (1 mg/mL) y se llevo a
agitacion. La espuma que se formd y persistio por al menos 1 minuto se consideré

como indicativo de la presencia de saponinas en el EMDT (Dominguez, 1979).
7.3.2.6 Alcaloides

Dragendorff: Se agregaron 3 gotas del reactivo de Dragendorff al EMDT en solucién
metandlica (1 mg/mL). Si la reaccion presentd un precipitado con coloracion

naranja-rojiza, la prueba se considero positiva (Wagner y Bladt, 2001).

Mayer: Se agregaron 3 gotas del reactivo de Mayer al EMDT en solucion metandlica
(1 mg/mL). Si la reaccion generd un precipitado blanco, se considero positiva (Coy
et al., 2014).

7.3.2.7 Glicosidos

Molish: Tres gotas de una solucién de a naftol en alcohol, se adicionaron al EMDT
en solucion metandlica (1 mg/mL), se agité y enseguida se afiadieron unas gotas
de H2S04 concentrado por las paredes del tubo muestra. La reaccion se considerd

positiva, si generd un anillo violeta (Dominguez, 1979).

7.4 Estudio quimico del EMDT

7.4.1 Separacion del EMDT

La caracterizacion quimica del EMDT se realizé por cromatografia en columna
abierta (CC) de silica gel 60 (Merk G) y cromatografia en columna rapida o flash
(CCF) de silica gel [40-63 um (230-400 mesh]. Las fracciones resultantes se
analizaron por CPF en cromatoplacas de aluminio con silica gel (60 F2s4)
observadas bajo luz UV (254 y 366) y reveladas con una mezcla de H2SOs-sulfato
cérico y una solucion metandlica del radical DPPH*, esta ultima con el fin de realizar
un fraccionamiento biodirigido, separando unicamente las fracciones con

propiedades antioxidantes.
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El extracto metandlico de D. tagetiflora (77 g) se separé por CC, se eluyd con una
mezcla de solventes organicos en distinta proporcion, iniciando con acetato de etilo
(AcOEt) y finalizando con metanol (MeOH). Se obtuvieron 237 alicuotas (Tabla 1)
agrupadas en 4 fracciones (A-D) de acuerdo a su patron cromatografico en CPF.
De la fraccién A se obtuvo el compuesto 1 (1360 mg).

Tabla 1. Separacion del extracto metanolico de D. tagetiflora (77 g) por cromatografia
en columna abierta.

Eluyente Propoo reion Alicuotas AI|cu_o tas Fracciones Compuesto
(%) reunidas
1
AcOEt 100 1-47 1-5 A (1360 mg)

AcOEt/MeOH 95:5 48-72

AcOEt/MeOH 9:1 73-125 6-159 B

AcOEt/MeOH 8:2 121-146

AcOEt/MeOH 7:3 142-185 160-199 C

AcOEt/MeOH 6:4 186-238 200-237 D

Acetato de etilo (AcOEt); Metanol (MeOH).

La fraccion B presentd mayor rendimiento (29.8 %), ademas mostré actividad
antioxidante en la prueba cualitativa. Por lo tanto, 23 g de dicha fracciéon se
sometieron a separacion por CCF siguiendo las condiciones reportadas por Fair y
Kormos, (2008), se eluyd con una mezcla de hexano/AcOEt comenzando con una
proporcion 3:1 y finalizando con 1:1 v/v, obteniendo 122 alicuotas reunidas en 13
fracciones (B1-B13) (Tabla 2). De la fraccion B9 se aisl6 el compuesto 2 (250 mg),
y de la fraccion B13 el compuesto 3 (40 mg) ambos se obtuvieron con un sistema
de elucion hexano/AcOEt (3:1).
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Tabla 2. Separacion de la fraccion 2B (23 g) por cromatografia en columna flash.

Proporciéon Alicuotas
Eluyente Alicuotas Fracciones Compuesto
(%) reunidas
4 B1
5-7 B2
Hexano/AcOEt 3:1 1-43 &9 53
10-16 B4
17-20 B5
21-40 B6
Hexano/AcOEt 2:1 44-69 41-59 B7
Hexano/AcOEt 6:4 70-79 60-79 B8
80-100 B9 2 (250 mg)
101-102 B10
Hexano/AcOEt 1:1 80-122 103-108 B11
109-113 B12
114-122 B13 3 (40 mg)

Acetato de etilo (AcOEt).

7.4.2 Analisis espectroscépico de los compuestos aislados del EMDT

Los espectros de resonancia magnética nuclear (RMN) de H y '3C de los
compuestos aislados del EMDT se obtuvieron en espectrometros Varian Inova de
500 y 125 MHz respectivamente, utilizando CD3OD como solvente, y TMS como

estandar interno (Apéndice 2).
7.4.3 Cuantificacion por HPLC de los compuestos aislados del EMDT

Los compuestos aislados fueron cuantificados por cromatografia liquida de alta
resolucién HPLC, se llevo a cabo en un equipo Agilent 1200 con detector UV. Se
utilizdé una columna en fase reversa Allphere ODS-1 C18 (150 mm x 4.6 mm, 5 ym),
el andlisis se realiz6 de acuerdo con lo reportado por Blunder y colaboradores en
2017 para flavonoides glicosilados. Como fase movil se empleé un gradiente lineal

con 0.1% acido férmico (CH202) en agua (v/v) (A), 0.1% CH202 en acetonitrilo
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(C2Hs3N) (v/v) (B) y 0.1% CH202 en metanol (CH3OH) (v/v) (C), iniciando con 95%
de la solucion A, 2% de la solucion B, y 3% de la solucion C. Se terminé a los 40
minutos con 43% de la solucion B y 57% de la solucion C, con un flujo de 1.2 mL/min
y un volumen de inyeccion de 30 uL del EMDT en solucion metandlica (1 mg/mL).
Los compuestos aislados del EMDT (hiperésido, avicularina y acetato de

avicularina) se utilizaron como estandar.
7.4.4 Cuantificacion de fenoles totales del EMDT

El contenido de fenoles totales del EMDT se determin6 por el método de Folin-
Ciocalteu (Sinlgeton et al., 1999). Se realizé una curva de calibraciéon con acido
galico (10-60 pug/mL). La mezcla de reaccion se preparé con 100 uL de EMDT, 900
ML de agua destilada y 500 pyL de reactivo de Folin-Ciocalteu, se incubd por 5
minutos y se agregaron 1.5 mL de carbonato de sodio (Na2COs3) (20%). Después de
2 horas de incubacion a temperatura ambiente se midio la absorbancia a 750nm.
Los resultados muestran el promedio de tres repeticiones y se expresan en

miligramos de equivalentes de acido galico por gramo de extracto (GAE/g extracto).
7.4.5 Actividad antioxidante cuantitativa

El método del radical DPPH" (Lopez y Denicola, 2013) se utilizdé para determinar las
propiedades antioxidantes del EMDT. Se prepard una mezcla con 50 yL del EMDT
(10-60 pg/mL) y 150 pL de solucion metandlica de DPPH"™ (250 yM), se incubd a
temperatura ambiente por 30 minutos en obscuridad y se midié la absobancia a 515
nm. Como control positivo se utilizé acido galico (1-10 pg/mL). Los resultados se
expresan como concentracion eficaz media (CEso), es decir, la concentracion
necesaria de un antioxidante para reducir en un 50% la concentracion inicial del
DPPH*, y como porcentaje de decoloracion obtenido a partir de la siguiente
ecuacion:
% de decoloracion= Abscontrol — AbSmuestra / AbScontrol X100

Ddénde: Abscontrol = absorbancia del DPPH* en metanol y Absmuestra = absorbancia de

las muestras extracto/DPPH® en metanol.
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7.5 Pruebas biolégicas

7.5.1 Efecto genotoéxico y citotoxico del EMDT en raices de V. faba var. Minor

El ensayo de genotodxicidad y citotdxicidad del EMDT se realizé de acuerdo con lo
descrito por Ma et al., 1995. Semillas de V. faba se colocaron en agua desionizada
por 24 horas, con el fin de reblandecer la testa. Posteriormente, fueron puestas a
germinar entre dos capas de algodon previamente humedecido, por un periodo de
entre 5 y 7 dias, después del cual se seleccionaron aquellas cuyas raices median
entre 2-3 cm de largo, cuatro semillas fueron utilizadas por tratamiento, las semillas
seleccionadas continuaron con su crecimiento en cajas Petri con 50 mL de EMDT
(200 pg/mL) por 24, 48 y 72 horas, utilizandose agua como control negativo e

ifosfamida (5 pg/mL) como control positivo.

Pasado el tiempo de exposicidn se cortaron las raices, y se fijaron en acido acético-
etanol por 24 horas, después cada raiz fue hidrolizada con HCI (1 N) a 55 °C por 3
minutos, posteriormente, se lavaron 3 veces en agua destilada con el fin de remover
el HCI, y se almacenaron en acido acético-etanol a 4 °C, para su posterior uso. De
cada raiz se cortaron 5 mm por arriba de la cofia (zona meristematica), y se
maceraron en un portaobjetos posteriormente se tiid con orceina al 1%, finalmente
la muestra fue observada bajo el microscopio con el objetivo de 40X, 400 aumento

real.

Para evaluar el efecto citotéxico del EMDT se midié el porcentaje de indice mitético

(IM), contando 1000 células por cada laminilla y utilizando la siguiente formula:
indice mitético (IM) total = (Numero de células en divisién/1000) x 100

Con respecto al efecto genotoxico se midié el porcentaje de micronucleos (MCN),
para lo cual se contaron 1000 células por cada laminilla y se utilizd la siguiente

formula:

Micronucleos (MCN) = (Numero de células en interfase con MCN/1000) x 100
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7.5.2 Efecto citoprotector del EMDT en raices de V. faba var. Minor

El estudio de las propiedades citoprotectoras del EMDT se realizd de manera
analoga al ensayo de citotoxicidad, con las siguientes excepciones (Askin y
Aslanturk, 2006): las raices fueron expuestas a un pretratamiento con EMDT (200
Mg/mL) por 24 horas, enseguida se colocaron en H202 (400 uM) por 48 horas. Se

utilizé H202 (400 uM) como control positivo.

7.5.3 Efecto del EMDT sobre la viabilidad celular de la linea de queratinocitos
inmortalizados (HaCat)

La linea celular HaCat fue proporcionada por el laboratorio de Genémica Funcional
de la Unidad de Biomedicina en la FES-Iztacala UNAM. Se mantuvieron en medio
Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) complementado con 10% de suero
bovino fetal (SBF) y una solucion compuesta por 1000 U de penicilina, 1000 pg/mL
estreptomicina, y anfotericina (25 ug/mL en 85% de solucién salina) a 37 °C en una
atmésfera de 5% de COsz.

El efecto del EMDT se evalué midiendo la viabilidad celular de HaCat (Ramon,
2006). Para llevar a cabo los ensayos, las células fueron resembradas en una placa
de 96 pozos (1x10° células/pozo) después de cinco horas el medio de cultivo fue
removido. Enseguida 100 pyL de DMEM complementado con SBF al 2% se
adicionaron a cada pozo y se incubaron por 24 horas. Posteriormente, el medio se
remplazé con diferentes concentraciones de EMDT (1, 10, 100, 1000 y 10,000
pg/mL) en DMEM complementado con SBF al 2% por 24 horas. La viabilidad celular
se determind por el método de reduccion de la sal 3-(4,5,-dimetiazol-2-il) bromo
difeniltetrazolio (MTT), pasado el tiempo de exposicion de las células al EMDT el
medio fue retirado y se agregaron 0.5 mg/mL de MTT, después de cuatro horas los
cristales de formazan que se formaron se disolvieron en DMSO durante 10 minutos.

La absorbancia se midi6 en un lector de placas EPHOCH (biotec) a 540 nm.
El porcentaje de viabilidad celular se calculé mediante la siguiente formula:
% de viabilidad = (DO células tratadas / DO células sin tratamiento) x 100

DO= densidad optica.
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7.6 Analisis estadistico

Los ensayos de actividad antioxidante y las pruebas biologicas se realizaron por
triplicado. La CEso se calculod por regresion lineal. Las medias de los grupos control
y las medias de los diferentes tratamientos fueron analizadas por ANOVA de un

factor seguido de la prueba de Tukey, usando el programa Minitab 16.
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8. RESULTADOS

8.1 Rendimiento de los extractos obtenidos de D. tagetiflora

Los extractos de diferente polaridad se obtuvieron a partir de 1 Kg (peso seco) de
la parte aérea de D. tagetiflora. El extracto metandlico presentd el mayor
rendimiento, es decir, contiene mayor cantidad de sdlidos, seguido del

diclorometandlico, finalmente el hexanico (Tabla 3).

Tabla 3 Rendimiento de los extractos obtenidos de la parte aérea de D. tagetifiora.

Extracto Rendimiento (%)
Metanolico 13.4
Diclorometandlico 0.5
Hexanico 0.4

8.2 Pruebas preliminares

8.2.1 Actividad antioxidante cualitativa de los extractos de D. tagetiflora

Los tres extractos obtenidos de la parte aérea de D. tagetiflora tienen propiedades
antioxidantes debido que los espacios donde se colocaron las muestras de extractos
cambiaron de color violeta a amarillo (Figura 7). Esto indica que los tres extractos
son capaces de neutralizar al radical DPPH*, sin embargo, visualmente destaca la
actividad del EMDT. Por lo tanto, considerando la mayor actividad antioxidante y el
mejor rendimiento, se selecciond al EMDT para aislar sus principales compuestos y

evaluar sus propiedades bioldgicas.
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Figura 7. Extractos metandlico (A), diclorometandlico (B) y hexanico
(C) en una cromatoplaca revelada con solucion metandlica de DPPH'.

8.2.2 Tamizaje fitoquimico del EMDT

Las pruebas cualitativas de los principales grupos de metabolitos secundarios en el
EMDT muestran resultados positivos para los grupos de fenoles, flavonoides,
terpenos, lactonas sesquiterpénicas y glicosidos (Tabla 4). Con respecto al grupo
de alcaloides los resultados no son consistentes debido a que la prueba de Mayer
resulté positiva, no asi la prueba de Dragendorff.

Tabla 4. Tamizaje fitoquimico preliminar del extracto metandlico
de D. tagetiflora.

Fitoquimicos Resultado
Fenoles +
Flavonoides +
Terpenos +
Lactonas sesquiterpénicas +
Glicosidos +
Alcaloides (Mayer) +

Alcaloides (Dragendorff) —

(+) indica que la prueba es positiva para el grupo correspondiente.
(-) indica que la prueba es negativa para el grupo correspondiente.
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8.3 Estudio quimico del EMDT

8.3.1 Compuestos aislados del EMDT

Del proceso de separacion del EMDT se aislaron tres compuestos con estructura
basica de flavonoide en su forma glicosilada y su aglicona (Figura 8), estos son

los siguientes:

Compuesto 1. Se aisld de la fraccion A como un polvo verde claro (Tabla 1). Con
punto de fusion 235-237 °C. Los espectros de RMN de 'H y '3C (Tabla 5) mostraron
sefales caracteristicas para el hiperdsido, un glicosido que se compone del
flavonoide quercetina enlazado por el carbono 3 a una molécula de galactosa (Sae
Kwang et al., 2013).

Compuesto 2. Se aislo de la fraccion B9 como un polvo amarillo claro (Tabla 2).
Con punto de fusion 245-246 °C. Los datos de RMN de 'H y '3C (Tabla 5) indican
que dicho compuesto se trata de avicularina, un glicoésido compuesto por quercetina

unida por el carbono 3 a un anillo de arabinofuranosa (Marzouk et al., 2007).

Compuesto 3. Se aisl6 de la fraccion B13 como un polvo amarillo (Tabla 2). Con
punto de fusion 240-241 °C. Las sefiales mostradas por el analisis de RMN de 'Hy
13C (Tabla 5) coinciden con las de la avicularina, sin embargo, dos sefales en la
RMN '3C (175.2 ppm y 20.5 ppm) y una sefial simple en 1.92 ppm en RMN de 'H
indican la presencia de un grupo carbonilo y un metilo en la molécula, por lo cual
podria tratarse de la avicularina acetilada, un glicésido compuesto por quercetina

unida por el carbono 3 a un anillo acetilado de arabinofuranosa.
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Tabla 5. Desplazamientos quimicos de RMN de '"Hy 'C para el hiperdsido, avicularina y
acetato de avicularina aislados del extracto metandlico de D. tagetifiora.

Posicién Hiperésido Avicularina Acetato de avicularina
C H C H C H
2 150.0 159.5 158.5
3 135.1 134.9 134.9
4 178.2 179.8 179.7
5 158.9 163.0 163.1
6 100.4 6.19 d 99.8 6.86 d 99.8 6.18 d
7 166.4 166.0 166.0
8 95.2 6.39 d 94.7 6.88 d 94.7 6.37 d
9 150.8 158.5 159.7
10 105.9 105.6 105.6
1 122.8 122.9 123.0
2 116.5 7.82d 116.4 7.50 d 116.3 7.46d
3 145.9 146.3 146.3
4 146.5 149.8 149.8
5 118.2 6.85 d 116.8 6.87 d 116.8 6.88 dd
6 123.4 7.58 dd 123.1 7.46 dd 123.1 7.40 dd
17 103.8 5.15d 109.5 5.45 s/ 109.7 5.40 d
2" 73.6 3.62 dd 83.3 4.31 dd 83.6 3.89 dd
3~ 75.6 3.46 dd 78.7 3.87m 79.3 3.77 dd
4~ 70.5 3.79 brd 88.0 350 m 84.2 3.84 dd
5" 776 3.55 dd 62.63 :Z 2':2 ZZ 64.9 Z: ::gg z
OH 121s
Cc=0 172.5
CH; 20.5 1.92s
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Figura 8. Compuestos identificados en el extracto metandlico de D. tagetiflora.

8.3.2 Cuantificacion por HPLC de los compuestos aislados del EMDT

El perfil cromatografico del EMDT obtenido a partir del analisis por HPLC (Figura 9)
muestra los picos caracteristicos para cada uno de los compuestos aislados, los
cuales se identificaron de acuerdo a los tiempos de retencion y al espectro de
absorcion en la region UV detectados a 254 nm.
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Figura 9. Cromatograma del extracto metandlico de D. tagetiflora por HPLC.

El analisis por HPLC del EMDT mostré que el hiperésido se encuentra en mayor
concentracion (57.83 ug/g), seguido de la avicularina (26.03 ug/g) y del acetato de
avicularina (26.03 pg/g). Ademas, se identifico la presencia de quercetina, siendo
esta el compuesto con menor concentracion (10.03 ug/g) en el EMDT con respecto

a los anteriores (Tabla 6).

Tabla 6. Contenido de compuestos aislados del extracto metandlico de D.
tagetiflora.

Combuesto Tiempo de Concentracién o

P retencion (ng/g de extracto) ?
Hiperodsido 17.206 57.83 5.7
Avicularina 19.181 26.03 2.6
Acetato de avicularina 19.402 10.66 1.06
Quercetina 21.097 10.03 1.00

(%) Porcentaje de cada compuesto por gramo de extracto.
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8.3.3 Cuantificacion de fenoles totales del EMDT

El contenido de fenoles totales del EMDT se determind con el reactivo de Folin-
Ciolcateau. De acuerdo con la curva patron generada con el acido galico (Figura
10) el EMDT present6 260 GAE/g de extracto.

y =0.0427x + 0.1223 i
_ 2.5 R2=0.9899 i ........
2
E i
g 15 Rl
g o
<
0.5 é
0
0 10 20 30 40 50 60 70

Acido gélico pg/mL

Figura 10. Curva patrén de acido galico para cuantificar fenoles. Promedio de 3

repeticiones £D.S.

8.3.4 Actividad antioxidante cuantitativa

La capacidad antioxidante del EMDT, del hiperdsido y de la quercetina se determiné
midiendo el porcentaje de decoloracion del radical DPPH® (Figura 11) y obteniendo
el valor de CEso (Figura 4), ambos muestran la capacidad del EMDT, del hiperdsido,
la quercetina y del control (acido galico) para decolorar el DPPH’, todas las muestras

evaluadas presentan efecto antioxidante.
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Figura 11. Porcentaje de decoloracion del radical DPPH® por parte del EMDT,
hiperdsido, quercetina y acido galico. Promedio de 8 repeticiones en 3 experimentos
independientes £ D.S.

De acuerdo con la CEso de cada muestra evaluada, el acido galico presentd el mayor
efecto antioxidante (CEso de 4.6 pg/mL), seguido de los compuestos quercetina
(CEso de 5 pg/mL) e hiperésido (CEso de 12.7 pg/mL) respectivamente. El EMDT

mostré una CEso de 19.09 ug/mL. Este ultimo y el hiperdsido presentaron diferencias

significativas con respecto al acido galico (Tabla 7).

Tabla 7. Concentracion eficaz media (CEso) del extracto metandlico de D. tagetiflora, el
hiperdsido, la quercetina y el acido galico para neutralizar el radical DPPH".

SUSTANCIA CEso (ug/mL)
EMDT 19.0+0.9°
Hiperdsido 12.7+ 0.3°
Quercetina 5.0+0.1°
Acido galico 46+0.13°

Extracto metandlico de D. tagetiflora (EMDT). La media de 8 repeticiones en 3 experimentos
diferentes £ D.S. Letras indican las diferencias significativas, medias que no comparten letra son
significativamente diferentes p>0.05.

Cabe mencionar que de no se evaluo la actividad antioxidante de la avicularina y

su acetato debido al bajo rendimiento que presentaron.
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8.4 Pruebas biolégicas

8.4.1 Efecto genotoéxico y citotoxico del EMDT en raices de V. faba var. Minor

EIEMDT no es genotodxico e induce la division celular en raices de V. faba expuestas
48 horas al extracto. No existen diferencias significativas entre los valores de MCN
para el EMDT (0.15 + 0.058) y el control negativo (agua) (0.0 + 0.0) indicando que
el extracto no es genotéxico. Sin embargo, aumenta el IM con respecto al control

negativo (27.02 + 9.66), es decir, induce la division celular (Tabla 8).

Tabla 8. Efecto genotdxico y citotdxico del extracto metandlico de D tagetiflora en células
de raiz de V. faba.

Tratamientos MCN(%) IM (%)
H.O 0.0+0.0 27.02 + 9.66°
Agua/Glicerina (1:10) 0.13+£0.95 26.53 + 3.20°
EMDT (200 pg/mL) 0.15+0.05 38.95 + 6.88°

Extracto metandlico de D. tagetiflora (EMDT). Porcentaje de micronucleos (MCN) e indice mitético
(IM). La media de 4 repeticiones con 1000 células en cada una * D.S. Letras indican diferencias
significativas, medias que no comparten letra son significativamente diferentes p>0. 05.

8.4.2 Efecto citoprotector del EMDT en raices de V. faba var. Minor

El efecto citoprotector del EMDT se evalué en el modelo de raices de V. faba. El
dafio celular se indujo con H202. EI EMDT presento efecto citoprotector, debido a
que mostré una disminucién significativa en la frecuencia de MCN cuando fue

aplicado como pretratamiento, en comparacién con el H202 (Tabla 9 y Figura 12).

Tabla 9. Efecto citoprotector del extracto metandlico de D. tagetiflora en células de raiz
de V. faba expuestas a H20..

Tratamientos MCN (%) IM (%)
H20 0.0 £0.0° 27.02 + 9.66
Agua/Glicerina (1:10) 0.13 £ 0.95° 26.53 + 3.20
H>O, (400 uM) 1.35+0.17° 23.32+2.72
EMDT (200 pg/mL)/ H202 (400 pM) 0.90 + 0.08° 27.85+1.11

Extracto metandlico de D. tagetiflora (EMDT). Porcentaje de micronucleos (MCN) e indice mitético
(IM). La media de 4 repeticiones con 1000 células en cada una * D.S. Letras indican diferencias
significativas, medias que no comparten letra son significativamente diferentes p>0. 05
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Figura 12. Fotografias representativas del ensayo de MCN (micronucleos).

Células de V. faba tratadas con EMDT (A), H202 (B) y pretratamiento con EMDT y H202(C). Las
flechas negras sefalan los MCN.

8.4.3 Efecto del EMDT en la viabilidad celular de HaCat

El efecto del EMDT en la viabilidad celular de la linea HaCat se evalué con el ensayo
de MTT determinando el porcentaje de viabilidad de las células. EI EMDT induce la
division celular de forma dependiente de la concentracion, siendo significativo en

concentraciones mayores a 1000 pg/mL (Figura 13).
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Figura 13. Efecto del extracto metandlico de D. tagetiflora sobre la viabilidad celular de
HaCat.
Media de 3 repeticiones independientes + D.S. Medias que no comparten letra son
significativamente diferentes *p>005.
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9. DISCUSION

Las plantas sintetizan un amplio conjunto de metabolitos secundarios con
propiedades bioactivas. Farmacoldégicamente, los productos naturales representan
una fuente potencial de agentes quimiopreventivos, por lo tanto, es necesario
realizar estudios bioprospectivos de los metabolitos secundarios de las plantas. En
los ultimos afos se ha incrementado el numero de investigaciones al respecto, se
estima que estas representan solo una pequeia proporcion considerando el total de
especies vegetales en el mundo. El presente estudio contribuye a ampliar el
conocimiento de los metabolitos secundarios con propiedades bioactivas de la flora

de México, en especifico de D. tagetiflora, especie endémica del pais.

De acuerdo con los rendimientos de los extractos obtenidos a partir de la parte aérea
de D. tagetiflora, el EMDT presentd mayor cantidad de sélidos totales a partir de 1
Kg de la planta; esto indica que dicha especie se compone principalmente de
compuestos polares. Ademas, cualitativamente el EMDT parece tener mejores
propiedades antioxidantes en comparacion con los dos extractos restantes
(diclorometandlico y hexanico), aunque, los otros dos extractos también presentan
dicha actividad. Lo que podria indicar la presencia de compuestos antioxidantes de
baja, mediana y alta polaridad o la probable incidencia de uno o mas compuestos
antioxidantes en los tres extractos. Se ha demostrado que diversas especies
vegetales contienen productos naturales que tienen la habilidad de reducir el estrés
oxidativo, debido a que actuan como agentes antioxidantes, tal es el caso de
Tagetes patula y Tagetes erecta (Martin-Puzon y Rivera, 2015; Yasheshwar et al.,
2017).

Tomando en cuenta que el EMDT parece tener mejores propiedades antioxidantes
aunado a su rendimiento, en este trabajo se decidié continuar estudiando
unicamente el EMDT, ya que los intereses del presente estudio se enfocan

principalmente a la busqueda de plantas y sus metabolitos secundarios bioactivos.

Los productos naturales de las plantas de acuerdo a las rutas biosintéticas por las
cuales son generados generalmente se clasifican en los tres grupos siguientes:

fenoles, terpenos y alcaloides (Bourgaud et al., 2001). Las pruebas cualitativas de
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los grupos de metabolitos secundarios en el EMDT muestran que éste presenta al

menos dos grupos, siendo fenoles y terpenos.

La sintesis de metabolitos secundarios en plantas esta regulada por diferentes
factores incluyendo genéticos y evolutivos, asi como las condiciones de crecimiento
(clima, fotoperiodo, temperatura y luz), y las variaciones fisiolégicas, entre otros
(Asgarietal., 2017). En el reino Plantae se han identificado casi 100,000 metabolitos
secundarios, algunos de estos se encuentran limitados a ciertos grupos
taxonomicos. D. tagetiflora pertenece a la familia Asteraceae, la cual se caracteriza
por presentar flavonoides en todas sus tribus (Maldonado, 2006) la maxima
expresion de diversificacion de este grupo de compuestos se encuentra en las tribus
Anthemideae, Helenieae, Eupatoriecae y Heliantheae, de acuerdo con la
clasificacion se considera dentro de ésta ultima a Tageteae, tribu a la que pertenece
D. tagetiflora (Emerenciano, 2001). Diferentes especies de compuestas contienen
lactonas sequiterpénicas en grandes concentraciones (Juarez et al., 2010), sin
embargo, en la tribu Tageteae no se han reportado este tipo de compuestos
(Anderberg et al., 2007; Simpson, 2009), aunque en el presente trabajo la prueba
resulto positiva para este tipo de metabolitos, aunque no se descarta un resultado
falso positivo. En cuanto a los alcaloides parecen no estar presentes en el EMDT
de acuerdo con la prueba de Mayer, sin embargo, la de Dragendorff indica que el

EMDT si contiene alcaloides, lo cual podria deberse a un falso positivo.

D. tagetiflora es una herbacea que crece en zonas que han sido perturbadas por el
hombre, por lo cual podria estar sometida a constantes factores que generan un
estado de estrés. Los fenoles en general han sido propuestos como indicadores de
dicho estado en plantas, debido a que su concentracion se eleva cuando estas se
encuentran sometidas a algun tipo de estrés (Cartaya y Reynaldo, 2001). El
contenido de fenoles totales del EMDT presenté 260 GAE/g de extracto, esto indica
que el 26 % del extracto son compuestos fendlicos; dicha concentracion es superior
a la del romero (Rosmarinus officinalis 132.04 GAE/g de extracto) aunque menor a
la del té verde (Camellia sinensis 387.25 GAE/g de extracto), ambos son utilizados
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como extractos de referencia por sus propiedades antioxidantes debido a su

contenido de compuestos fendlicos (Parejo, 2005).

Los compuestos aislados del EMDT, en el presente trabajo, son glicésidos
derivados de la quercetina (Figura 8), un compuesto de tipo flavonol. Los flavonoles
son un grupo comunmente aislado en la familia Asteraceae, principalmente
kaemferol, quercetina y los derivados glicosilados de ambos (Bohm y Stuessy,
2001).

La sintesis de flavonoides, especialmente la quercetina, se encuentra asociada con
la respuesta de las plantas a la radiacion ultravioleta (UV) (Verdaguer et al., 2017).
La concentracion de quercetina y sus derivados se relacionan linealmente con la
intensidad de radiacién UV en Arabidopsis thailiana (Gotz et al., 2010; Morales et
al., 2010). D. tagetiflora fue colectada en la meseta del cerro del Toro, Guanajuato,

a 1854 msnm, en lugares abiertos con mayor exposicion a la radiacion UV.

En el presente trabajo se encontrdé que D. tagetiflora contiene menor cantidad de
quercetina comparado con sus derivados glicosilados (Tabla 6), similar a las
especies del género Tagetes, en el cual se encuentran principalmente flavonoles y
sus derivados glicosilados (Xu et al., 2012). Cabe mencionar que en plantas la
quercetina se encuentra principalmente en su forma glicosilada, es decir, uno 0 mas
grupos hidroxilo son reemplazados por un azucar, siendo la 0-glicosilacion en el
carbono 3 el tipo de glicosilacidn mas comun en las asteraceas (Bohm y Stuessy,
2001). A éste carbono pueden unirse diferentes tipos de monosacaridos, entre ellos
la galactosa y la arabinofuranosa, para formar dos tipos de glicésidos llamadas
comunmente hiperdsido y avicularina, respectivamente. Dichos compuestos fueron

aislados de D. tagetiflora, ademas del acetato de avicularina.

El hiperdsido fue aislado por primera vez de Hipericum perforatum (Hierba de San
Juan) aunque también se ha encontrado en especies de la familia Asteraceae como
en Artemisia capillaris (Injin) (Yang et al., 2013). La concentracion de hiperésido y
avicularina, también se relaciona proporcionalmente con la exposicion a la radiacion
UV de algunas plantas (Morales et al., 2010; Zhang et al., 2017; Nenadis et al.,
2015). Ademas, la sintesis de hiperdsido en dos especies del género Hypericum 'y
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en Calluna vulgaris se correlaciona positivamente con la altitud de la localidad en la
que crecen (Camas et al., 2014; Monshein et al., 2010). D. tagetiflora crece entre
los 1600-2200 msnm. Se ha propuesto que la radiacion UV podria ser la causa de
la sintesis de compuestos antioxidantes en plantas que crecen en alturas elevadas
(Camas et al., 2014).

Por otra parte, tres de los compuestos aislados del EMDT han sido motivo de estudio
por diferentes investigadores con respecto a sus propiedades bioldgicas, en el caso
de la quercetina destacan sus propiedades anti-cancerigenas, anti-inflamatorias,
cardioprotectoras, neuroprotectoras, efecto anti-obesidad y antioxidantes (Gupta et
al., 2016; Wang et al., 2016). Con respecto al hiperdsido, presenta diferentes
propiedades biolégicas que incluyen actividad antioxidante, anti-inflamatoria,
antidepresivo, antibacterial, antiviral e inhibe el crecimiento de Giardia lamblia y
Entamoeba histolitica (Liu et al., 2005; Yang et al., 2013). Finalmente, la avicularina
ha sido estudiada por sus propiedades fototdxicas, anticarcinogénicas,
antioxidantes, hepatoprotectoras en el modelo generado por nitrofurano y
cardioprotectoras contra el dafo inducido por estrés oxidativo (Marzouk et al., 2007;
Re-Bon et al., 2005; Kim et al., 2011; Imatomi et al., 2013). En lo que se refiere al
acetato de avicularina no se encontraron estudios que mencionen sus propiedades

bioactivas.

Cabe recalcar que los compuestos aislados en el presente trabajo se tratan de
estructuras basicas de un flavonol. El metabolismo de este tipo de flavonoides se
activa principalmente cuando se presentan cambios en la homeostasis REDOX de
la célula, por lo que condiciones de estrés podrian inactivar enzimas antioxidantes
y a su vez activar la biosintesis de dichos compuestos (Agati et al., 2012). Se ha
propuesto que los flavonoles son el principal grupo de flavonoides que actuan como

agentes antioxidantes en las plantas (Monshein et al., 2010).

En el presente estudio el EMDT y dos de sus compuestos, quercetina e hiperdsido,
presentaron actividad antioxidante. Ambos compuestos se encuentran orto-di-
hidroxilados en el anillo B, por lo cual son mas efectivos que los mono-hidroxilados
formando complejos con los iones de Fe y Cu, para inhibir la reaccion de Fentén y
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la posterior generacion de radicales libres. Este tipo de metabolitos tienen la
habilidad de donar electrones o atomos de hidrogeno, neutralizando los radicales
libres (Agati et al., 2012), como el radical DPPH®, lo que explica sus propiedades

antioxidantes.

La quercetina presenté mayor potencial antioxidante con respecto al hiperosido,
probablemente por la diferencia estructural que hay entre éstos; es decir, la
quercetina presenta un grupo hidroxilo (OH) en el carbono 3 (3-OH), en el hiperdsido
eéste OH estda unido a una molécula de galactosa (Figura 8). La actividad
antioxidante de los flavonoles se debe en gran medida al OH presente en el carbono
3. Ademas, los flavonoles con un 3-OH, presentan una estructura plana,
configuracion sp2, esto permite que se genere conjugacion y por lo tanto
deslocalizacion electrénica lo que proporciona estabilidad al radical flavonoide. El
cambio del 3-OH por la galactosa en el hiperdsido anula la coplanaridad y por lo

tanto compromete su actividad antioxidante (Heim et al., 2002).

Debido al bajo rendimiento que presentaron los compuestos avicularina y su acetato
no fue posible estudiar sus propiedades antioxidantes. Los compuestos evaluados
presentaron valores de CEso menores en comparacién con el EMDT (Figura 7), sin
embargo, se debe tomar en cuenta que el EMDT esta constituido por una mezcla
de diferentes compuestos y no todos presentan propiedades antioxidantes. De
acuerdo con los parametros de concentracion para antioxidantes utilizados en
alimentos publicados por la Food and Drug Administration (FDA), el EMDT podria

ser utilizado como antioxidante natural debido a su potencial como tal.

Por otra parte, un agente causal de estrés oxidativo es el H202, una especie reactiva
de oxigeno, que genera dano al organismo principalmente por su capacidad de
reaccionar con iones metalicos de transicion (Fe?* y Cu'*) generando el radical libre
hidroxilo (OH*) (Halliwell, 2006). Se ha propuesto que los flavonoles presentes en
vacuolas neutralizan el H202 en una reaccion catalizada por peroxidasas. Estudios
en hojas de Schefflera arboricola y de V. faba han mostrado que los glicosidos de
quercetina actuan de esta manera (Takahama, 1988; Yamasaki et al., 1997; Gould

y Lister, 2006). EI EMDT presentd propiedades citoprotectoras, previniendo la
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formacion de micronucleos generados por H202 en células de V. faba (Tabla 9). El
flavonol glicosilado mas abundante en el EMDT fue el hiperdsido. Este compuesto
posee efecto citoprotector frente al estrés oxidativo. Ademas de sus propiedades
para neutralizar radicales libres y quelar metales de transicidn, se ha reportado que
protege a las células hepaticas (L02) y epiteliales (HLE-B3) del dafio inducido por
H202 regulando positivamente la expresion del gen antioxidante hemo-oxigenasa 1
(OH-1), es decir, aumenta la actividad de enzimas antioxidantes (Hai-Yang et al.,
2011; Park et al., 2016). También protege a los fibroblastos de pulmén del H202a
través de la neutralizacion de especies reactivas de oxigeno (Piao et al., 2008). Con
respecto a la avicularina, presenta propiedades hepatoprotectoras vy
cardioprotectoras sobre hepatocitos (HepG2) y cardiomiocitos (H9c2)
respectivamente, frente al dafo inducido por estrés oxidativo (Kim et al., 2011). Se
ha reportado que la quercetina presenta propiedades citoprotectoras sobre el dafo
inducido por luz UV-A en queratinocitos humanos, induciendo la expresién de genes

antioxidantes (Kimura et al., 2009).

Finalmente, los micronucleos generados por el EMDT en raices de V. faba no
presentan diferencia significativa con respecto a los generados por el control
negativo (agua) (Tabla 8), esto muestra que el EMDT no es genotdxico, lo que
podria indicar que los compuestos presentes en el EMDT no generan dafio al ADN.
Dicho extracto también aumenta significativamente el indice mitético (Figura 8) en
raices de V. faba. Lo anterior coincide con los resultados obtenidos sobre el EMDT
en la viabilidad celular de keratinocitos (HaCat), en los cuales se observa que el
EMDT no presenta efectos citotdxicos, sin embargo, a concentraciones a partir de
1000 ug/mL aumenta significativamente la viabilidad celular (Figura 13). Esto va de
acuerdo con los efectos citoprotectores reportados para los compuestos aislados en
en el EMDT. Ademas, Yang y colaboradores en 2016 reportaron que el hiperésido
incrementa significativamente la viabilidad de melanocitos humanos en forma
dependiente de la concentracion. Por lo tanto, el EMDT podria ser una alternativa

en la busqueda de metabolitos secundarios con propiedades quimioprotectoras.
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D. tagetiflora se compone principalmente por compuestos de tipo polar tales como
glucosidos, fenoles, y terpenos. Los compuestos aislados del EMDT, son todos
flavonoles derivados de quercetina, en mayor concentracion hiperosido, seguido de
avicularina, acetato de avicularina y quercetina. EI EMDT mostré actividad
antioxidante y citoprotectora esta ultima preveniniendo la formacion de
micronucleos inducida por H202 en raices de V. faba. Ambas propiedades se deben
posiblemente a los compuestos aislados mencionados anteriormente. E| EMDT no
mostré genotoxicidad e induce la division celular en raices de V. faba. Ademas, el
EMDT no es citotoxico sobre la linea celular HaCat. Finalmente, basado en las
propiedades biologicas que mostré el EMDT se podria considerar a éste como una

fuente de compuestos quimioprotectores.
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10. CONCLUSIONES

La parte aérea de D. tagetiflora estda compuesta principalmente de
compuestos polares.

Todos los extractos de diferente polaridad mostraron propiedades
antioxidantes de forma cualitativa.

El extracto metandlico de D. tagetiflora presenta glucosidos, fenoles y
terpenos.

Los principales compuestos polares de la parte aérea de D. tagetiflora son
hiperésido seguido de avicularina, acetato de avicularina y quercetina.

El extracto metandlico de D. tagetiflora contiene un 26% de compuestos
fendlicos.

El potencial antioxidante cuantitativo de las muestras evaluadas fue
quercetina>hiperdsido>extracto metandlico de D. tagetiflora.

El extracto metandlico de D. tagetiflora no es genotéxico, ademas presenta
efecto citoprotector frente al dafio inducido por H202 en raices de V. faba.

El extracto metandlico de D. tagetiflora no es toxico sobre la linea celular
HaCat.

El extracto metandlico de D. tagetiflora induce la division celular en células

de V. faba y en la linea celular HaCat.
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12. APENDICES

Apéndice 1. Area de colecta (INEGI, 2005)

El municipio de Acambaro se localiza en la regidn sureste del estado de Guanajuato,
colinda al norte con los municipios de Salvatierra, Tarimoro y Jerécuaro, al este con
los municipios de Jerécuaro y Tarandacuao, al sur con el Estado de Michoacan de
Ocampo y al oeste con el municipio de Salvatierra y el Estado de Michoacan de
Ocampo. Su extension territorial representa el 2.9% de la superficie total del estado
de Guanajuato (INEGI, 2005)

Se presentan dos tipos de clima en el municipio, semicalido y subhumedo. Entre
mayo Y junio se alcanzan las temperaturas maximas hasta de 35°C, los meses con
temperaturas mas bajas son enero y febrero con un promedio de 5°C. La

temperatura media anual es de 18 °C.

El municipio de Acambaro se caracteriza por la presencia de zonas montanosas
distribuidas a lo largo de todo el municipio, principalmente la Sierra de los Agustinos.
Aunque también presenta cerros tales como el Cerro del Toro a 1884 metros sobre
el nivel del mar. El tipo de vegetacion es principalmente selva (16.3%), bosque
(8.1%), pastizal (5.3%) y mezquital (0.2%). El municipio se localiza dentro de la
region hidroldgica del rio Lerma, el cual capta un gran numero de escurrimientos de

las zonas montanosas. El uso de suelo es principalmente agricola y zona urbana.
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Figura 14. Uso de suelo y vegetacion del Municipio de Acambaro, Guanajuato.
Tomado de INEGI. Marco Geoestadistico municipal. 2005.
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Apéndice 2. Espectros de RMN 3C y 'H de los compuestos aislados de D.
tagetiflora.

RMN '3C Hiperoésido.

RMN "H Hiperésido
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