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1) INTRODUCCION.

A lo largo de toda la historia de la humanidad y en todo el mundo, las plantas
medicinales han sido de gran importancia en el tratamiento de una amplia gama
de enfermedades. Se estima que la gran mayoria de la poblacion, ha utilizado de
alguna forma, estos recursos, principalmente, para resolver problemas de atencién
primaria a la salud. El uso de determinadas especies depende principalmente de

su disponibilidad en alguna region en especifico.

Con base en el uso tradicional de las plantas, se han realizado estudios quimicos
y bioldgicos con el fin de tener mayor informacion de sus beneficios. A partir de
aqui se han aislado y caracterizado compuestos con alguna actividad bioldgica.
Los resultados que se obtienen de estos estudios son de gran ayuda para el
desarrollo de medicamentos que pueden tener impacto en la salud de la

humanidad.

El estudio quimico y biolégico de las plantas medicinales no solo contribuye al
desarrollo de farmacos, también es relevante en cuanto a la obtencion de
informacion quimiotaxondmica de las especies, lo cual puede llevar al desarrollo
de nuevos productos quimicos de interés para otras industrias. Ademas, con esta

informacion se ha revalorado el uso tradicional de las especies.

Las especies del género Selaginella son utilizadas en la medicina tradicional en
diversas regiones del mundo para el tratamiento de muchos problemas de salud. A
partir de estudios realizados con especies de este género se han aislado
principalmente biflavonoides de varios tipos que han sido investigados

principalmente como fuente de compuestos con actividad citotoxica.
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2) MARCO TEORICO.

Familia Selaginellaceae

La familia Selaginellaceae pertenece a un grupo de plantas criptdgamas
vasculares que estan relacionadas con la familia de los licopodios debido a que

ambas pertenecen a la clase Lycopodiopsida.

Esta familia esta constituida unicamente por el género Selaginella, la familia
Selaginellaceae forma al orden Selaginellales, el orden Selaginellaes pertenece a

la clase Lycopodiopsida la cual pertenece a la division Tracheophyta.

Dentro de la familia se pueden encontrar especies que tienen tallos postrados y
otras que tienen tallos erguidos y delgados, presentan una o varias ramificaciones
con bifurcaciones desiguales y sin crecimiento del espesor, estan cubiertos por
hojas pequefias en cuatro hileras longitudinales que pueden estar dispuestas en
forma helicoidal o estar decusadas. Las hojas presentan una pequefa ligula en la
base del haz de consistencia membranosa, este 6rgano les permite captar el agua

y facilitar su absorcion.

Son plantas capaces de producir dos tipos de esporas. Tienen gametofitos
demasiado pequefios, los gametofitos femeninos producen cuatro esporas
grandes (macrosporangios) y los gametofitos masculinos producen muchas
esporas pequefas (microsporangios). Las esporas estan contenidas en 6rganos

que estan en la extremidad de las ramas y se presentan como flores apicales.

Existen grandes variaciones morfolégicas entre las especies del género, esto se
debe a las diferencias edaficas y climaticas; las especies del género presentan
polimorfismo de acuerdo a estudios genéticos (Prashant et al., 2014).

Género Selaginella.

El género Selaginella esta formado por mas de 700 especies que se encuentran

distribuidas ampliamente por el mundo, especialmente en zonas tropicales.

16
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Las especies de este género pueden ser de tamafo pequefio a moderado.

Algunas plantas pueden resistir a periodos de sequia relativamente largos, esto se
debe a que presentan propiedades poiquilohidricas, lo que significa que estan en

equilibrio con la humedad de la atmésfera.

Estas plantas se utilizan en varias partes del mundo, principalmente en medicina
tradicional para el tratamiento de diversos problemas de salud, por ejemplo, para
tratar problemas del tracto urinario como dolor de riidn, cistitis, obstruccion
urinaria, irritacion en los rifones y calculos renales; también se utilizan para el
tratamiento de problemas digestivos, hepaticos y del sistema circulatorio. Algunas

especies son utilizadas como plantas ornamentales.
Informacién taxonémica de Selaginella stellata Spring

La clasificacion taxondémica de esta planta se obtuvo de la base de datos

www.tropicos.org (Tabla 1) y en ITIS (Integrated Taxonomic Information System)

Tabla 1. Clasificacion taxonomica de la especie Selaginella stellata Spring

Reino Plantae
Subreino Embryophyta
asiphogama
Divisidon Tracheophyta
Clase Equisetopsida
Subclase Lycopodidae
Orden Selaginellales
Familia Selaginellaceae
Género Selaginella
Especie S. stellata Spring

-

Figura 1: Selaginella stellata Spring. 17
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Selaginella stellata Spring.

Se conoce comunmente como “licopodio estrellado” (NRCS, 2015), crece de forma
natural en el sureste de México, Guatemala y Belice (Eol, 2015). Fue introducida
en Hawai en donde crece en los caminos del parque estatal Akaka Falls y en los
valles de la costa Hamakua (Davidse y Sousa, 1995; Stolze, 1983; Htbg, 2015;
Palmer, 2003).

Los licopodios estrellados son plantas perennes que se pueden encontrar en
senderos y acantilados (Davidse y Sousa et. al., 1995; Palmer et. al., 2003). De
acuerdo con la base de datos USDA (United States Departament of Agriculture),
esta planta es no hidrofita, por lo tanto, es posible encontrarla en humedales
aunque esto no es muy comun (Plants. USDA Gov, 2015, Plants, USDA Gov-2,
2015).

Las plantas de esta especie tienen las articulaciones hinchadas a lo largo del tallo
principal de la planta junto con rizéforos localizados en el tercio bajo del tallo.
Normalmente los tallos son de color paja, crecen a partir del suelo. Al crecer, las
ramas forman un patron en forma de huevo. Las hojas pueden ser ovadas,
estrechamente oblongas o lanceoladas, miden aproximadamente entre 1 a 3 mm
de largo. El estrobillo puede medir entre 1 a 2.5 cm de altura (Davidse y Sousa
1995; Palmer et. al., 2003). La especie se encuentra estrechamente emparentada

con Selaginella galeotii (Stolze et al., 1983).

De acuerdo con el Diccionario Etnobotanico de la Amazonia, esta planta forma
parte de una decoccion utilizada por los brasilefios conocida como “Palillo” o

“Sapo magui” para el tratamiento de la gripe (Duke, 1994).

Hasta la fecha, no existen reportes en donde haya informacion acerca de la
composicion quimica de Selaginella stellata, sin embargo, se han realizado
estudios en donde se evalud la actividad antiepiléptica y ansiolitica del extracto
etandlico, debido a que es una de las plantas utilizadas por la etnia maya g’eqchi
para tratar la epilepsia y el “susto”, una enfermedad de filiacion cultural que se

presenta por una impresion fuerte y repentina causada por algun episodio

18
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traumatico que pone en riesgo la integridad fisica o emocional del individuo. Los

estudios realizados con esta planta consistieron en inhibir la actividad de la enzima
GABA transaminasa, que se asocia con actividad antiepiléptica y el
desplazamiento del complejo GABA-benzodiazepina fendémeno respuesta
asociada con la ansiedad. En este estudio se puedo observar que el extracto de la
planta no inhibié la actividad de GABA transaminasa, sin embargo, hubo un
desplazamiento significativo del complejo GABA-benzodiazepina (Awad, et al.,
2009).

Flavonoides y biflavonoides.

Los flavonoides son un grupo de productos naturales que se encuentran
principalmente en las plantas, presentes en las vacuolas de las flores, hojas,
semillas, raices y tejidos superficiales. Estos compuestos son los responsables del

color de muchas flores.

Los flavonoides se pueden encontrar como agliconas, o bien como glucésidos
cuando el flavonoide se encuentra unido a uno o mas carbohidratos por medio de
un enlace hemiacetal (O-glucédsidos), o por un enlace carbono-carbono (C-
glucdsido); como flavonolignanos en donde el flavonoide esta unido a un lignano;

como sulfuros o también pueden encontrarse como dimeros o polimeros.

Los flavonoides son compuestos diaril propanoides, la estructura basica consta de
dos anillos aromaticos unidos por una cadena de tres carbonos (C6-C3-C6), la
cadena que une a los anillos aromaticos puede estar abierta (tal es el caso de las
chalconas) o bien puede estar formando otro anillo con un anillo aromatico
formando un cromano, éste se numera de acuerdo al orden de las manecillas del
reloj, comenzando por el atomo de oxigeno mientras que para numerar el anillo
aromatico restante (el anillo B), se utilizan numeros con prima. En el caso de los
benzopiranos, dependiendo de la union del carbono a otro anillo de benceno, es
posible clasificar a los diaril propanoides en tres clases: flavonoides (2-

fenilbenzopiranos), isoflavonoides (3-fenilbenzopiranos) y neoflavonoides (4-
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fenilbenzopiranos). En el esquema 1 se presentan las estructuras de diaril

propanoides y su numeracion.

oy ‘f

Chalcona Flavonoide Isoflavonoide

Neoflavonide

Esquema 1: Estructuras de los diarilpropanoides (Aguilar, 2015).

En los diaril propanoides, la estructura heterociclica que se encuentra con mayor
frecuencia es la de las y-pironas, los sitios mas frecuentes de hidroxilacion son 5,
7, 3, 4, el carbono 3 en los flavonoides y el carbono 2’ en los isoflavonoides;
unicamente se pueden observar variaciones en el estado de oxidacion a lo largo
de toda la molécula. Estas diferencias producen diversos grupos de diaril
propanoides como  antocianidinas, flavonas, flavonoles, flavanonas,
dihidroflavonoles, 3,4-flavandiol, auronas, catequinas, epicatequinas,
pterocarpanos y rotenoides. En el Esquema 2 se presenta una figura de los

distintos esqueletos de diaril propanoides.
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f— ]

Chalcona Dihidrochalcona
Flavona Flavanona
(O o4
COH OH
o OH
Flavonol Dihidroflavonol 3 4-Flavandiol
OH "’OH
(+)-Catequina (-)-Epicatequina Antocianidina
Aurona
e} (0]
(0]
(0] (0]
Pterocarpano Rotenoide

Esquema 2: Estructuras de antocianinas flavonas, flavonoles, flavanonas
dihidroflavonoles, 3,4-dihidroflavandioles, auronas, catequinas, epicatequinas,
pterocarpanos, y rotenoides (Aguilar, 2015).
Ademas, los carbonos o grupos hidroxilo de los flavonoides pueden tener unidos
grupos metilo, prenilo y/o metil-dioxilos, generalmente, los grupos hidroxilo que se
encuentran en el anillo A no tienen grupos metoxilo, es mas frecuente encontrarlos
en el anillo B.
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Los glicésidos mas comunes son los que estan formados por moléculas de

glucosa, sin embargo, pueden tener moléculas de ramnosa o galactosa, muchas
veces los grupos hidroxilo son el punto de unién de los carbohidratos en los O-
glicésidos. Los sitios mas frecuentes de este tipo de sustitucién son las posiciones
3,5,6,7,8y4’; en los isoflavonoides la posicion 2’ es también un sitio comun de

sustitucion (Aguilar, 2015).

Ro R,

Re Rs
Rs

Sitios frecuentes de O-glicosilacién y

Sitios frecuentes de hidroxilacion y C-olicosilacis
-glicosilacion.

metoxilacion.

Esquema 3: Sitios frecuentes de hidroxilacién y metoxilacion de los flavonoides
(Aguilar, 2015).

Propiedades fisicas:

Dependiendo de la forma en la que se encuentren los flavonoides, los compuestos
presentaran determinadas propiedades fisicas. Por ejemplo, las antocianidinas se
encuentran como sales de colores rojo, violeta o azul, las flavanonas, flavonoles y
auronas tienen colores que pueden ser desde un amarillo muy tenue hasta el color
rojo, las flavanonas presentan rotacion oOptica debido a que el carbono 2 es
estereogénico. Los glicosidos son sélidos amorfos mientras que las agliconas y los
flavonoides con muchos grupos metoxilo son solidos cristalinos. En cuanto a la
solubilidad, los glicosidos, los sulfatos y las antocianidinas son solubles en agua y
en alcohol. Las agliconas con muchos grupos hidroxilo son solubles en alcohol
mientras que las agliconas con pocos grupos hidroxilos son solubles en éter

dietilico, acetato de etilo y acetona. Los flavonoides que tienen muchos grupos
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metoxilo son solubles en disolventes como cloroformo y éter de petréleo. Los

flavonoides con hidroxilos fendlicos son solubles en disoluciones basicas esta
propiedad permite reconocerlos y distinguirlos, sin embargo, algunos de ellos se

descomponen (Aguilar et. al., 2015).
Funciones en las plantas:

Los flavonoides pueden cumplir funciones en comun en diversas plantas o pueden
cumplir funciones especificas en un taxén determinado. A continuacion, se

presentan algunas funciones importantes de los flavonoides en las plantas.

. Proteccion ante los rayos UV: Los flavonoides incoloros (p. ejemplo la
naringenina) que se encuentran en las capas superficiales de las plantas, capturan

hasta un 90% de los rayos UV.

. Defensa ante los herbivoros: Algunas antocianinas producen sabores vy

texturas desagradables para los herbivoros.

. Atraen a los animales polinizadores: Muchos flavonoides dan colores a las
flores y a las hojas lo cual atrae a los insectos polinizadores y esto asegura la

preservacion de las especies.

. Atraen a las presas: En las plantas carnivoras se encuentran antocianidinas

que atraen a los insectos que las alimentan.

. Atraccion de animales dispersores de semillas: Los flavonoides también dan
color y algunos aromas a los frutos lo cual produce frutos mas apetecibles para los

animales que dispersan a las semillas.

. Estimulan la presencia de bacterias que se encargan de la fijacién de
nitrégeno.

. Permiten la reabsorcion de nutrientes y minerales de las hojas que estan
envejeciendo.
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Propiedades biolégicas:

Los flavonoides resultan ser benéficos para los humanos, a continuacion, se

presentan algunas propiedades que se les atribuyen.

. Propiedades quimiopreventivas en contra del cancer y propiedades
antimutagénicas, algunos flavonoides han podido inhibir el crecimiento de algunas

células cancerosas.

. Resultan ser buenos antioxidantes ya que inactivan a los radicales libres,
esto hace que puedan proteger a los humanos de los rayos UV y de la
contaminacidon ambiental, reducen los sintomas de las alergias y de la artritis,
hacen mas lentos los procesos de envejecimiento, disminuyen el calor producido
durante la menopausia y pueden combatir algunos sintomas de esta etapa,
ademas evitan la oxidacion del colesterol LDH lo que evita la formacion de placa

arterioesclerotica

. Son venoprotectores debido a que regulan la permeabilidad capilar, actuan
como antiagregantes plaquetarios, vasodilatadores y antihemorragicos, presentan
actividad venotonica. Es probable que incrementen la resistencia de los capilares
al mejorar la actividad de la vitamina C. Esto ayuda a proteger a los humanos
contra infecciones y enfermedades de los vasos sanguineos. Ademas, son
capaces de relajar al musculo liso, esto ayuda a disminuir la presion sanguinea y a

mejorar la circulacién, algunos flavonoides tienen actividad antitrombatica.

. Son hepatoprotectores: Algunos flavonoides disminuyen la probabilidad del

desarrollo de enfermedades hepaticas.

. Algunos flavonoides presentes en diversas plantas tienen propiedades

antiulcéricas al proteger la mucosa gastrica.

. Funcionan como antinflamatorios y analgésicos: Algunos flavonoides actuan
en contra de sustancias implicadas en los procesos inflamatorios como las

prostaglandinas y los leucotrienos.
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Poseen propiedades antibidticas: Algunos isoflavonoides y furocumarinas

tienen actividad antibacteriana, antifungica y antiviral.

No existe algun estudio en donde se demuestre el desarrollo de problemas de
salud en los humanos debido a la deficiencia en el consumo de flavonoides, se
considera que por medio de la dieta se adquiere la cantidad suficiente de

flavonoides.

Los flavonoides también se utilizan en el cultivo de plantas ornamentales; con

esto, las hojas y flores adquieren colores mas intensos.
Biosintesis de flavonoides:

Al observar la estructura basica de los flavonoides se puede notar que estos
compuestos se biosintetizan por medio de dos rutas, la parte correspondiente al
anillo B y la cadena de tres carbonos se biosintetizan por medio de la ruta del
acido siquimico mientras que la parte correspondiente al anillo A se biosintetiza

por medio de la ruta del acetato malonato.
Ruta biogenética del acido siquimico:

La ruta del acido siquimico es el medio por el cual se sintetizan algunos
compuestos aromaticos, esta ruta se desarrolla Unicamente en los
microorganismos Yy en las plantas. Los intermediarios de estas rutas son el acido
siquimico, la fenilalanina y la tirosina, estos aminoacidos proporcionan la
estructura basica C6—C3 (Dewick, 2009).

La ruta del acido siquimico comienza por la unién de una molécula de acido
fosfoenol piravico que es un intermediario de la glucdlisis y una molécula de
eritrosa-4-fosfato que proviene del ciclo de las pentosas fosfato, esto genera al
acido 3-desoxi-D-arabino-heptulosdnico 7-fosfato. Este paso se lleva a cabo por
medio de una reaccion tipo condensacion alddlica y es catalizada por la enzima 7-

fosfato 3-desoxi-D-arabino-heptulosa sintasa (Dewick, 2009).
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Posteriormente se pierde una molécula de acido fosforico y se lleva a cabo una

reaccion tipo alddlica intermolecular para formar al primer carbociclo de la ruta, el
acido 3-deshidroquinico. Después de la eliminacion de la molécula de acido
fosforico se produce una reaccion de oxidacion de un grupo hidroxilo, dependiente
de NAD+ y después, una reaccion de reduccion dependiente de NADH, esto

sucede antes de la reaccion alddlica (Dewick, 2009).

La reduccion del acido 3-deshidroquinico lleva a la formacion del acido quinico;
este compuesto se puede encontrar en las especies vegetales de forma libre
(Dewick, 2009).

El acido siquimico se forma a partir del acido 3-deshidroquinico por medio de una
reaccion de deshidratacion catalizada por la enzima 3-deshidroquinasa seguida de
una reaccion de reduccion catalizada por una enzima siquimato deshidrogenasa
(Dewick, 2009).
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HO" , (S (O] OH
C:)H Acido 7-fosfato 3-desoxi-D-arabino heptulosénico
D-eritrosa 4-fosfato w+

OH OH

Acido quinico Acido 3-deshidroquinico
COZL CO,H
NADPH
_—
o 5 OH HO 5 OH
OH OH
Acido 3-deshidrosiquimico Acido siquimico

Esquema 4: Biosintesis del acido siquimico (Dewick, 2009).

Una reaccion de fosforilacion dependiente de ATP lleva a la formacion del acido
siquimico-3-fosfato. Posteriormente se lleva a cabo una reaccion de adicion y
eliminacion con el acido fosfoenol piravico, esto genera al acido 5-
enolpiruvilsiquimico. Después de una reaccion de eliminacion 1,4 de &acido
fosforico de esta molécula se forma el acido corismico. En la catalisis de todas
estas reacciones, la mayoria de los procariontes, utilizan enzimas
monofuncionales, las plantas utilizan enzimas bifuncionales y los hongos poseen

un complejo enzimatico que cataliza 5 reacciones (Dewick, 2009).
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H
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1
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Acido corismico

Esquema 5. Biosintesis de acido corismico a partir del acido siquimico (Dewick,
2009).

La transformacién del acido corismico al acido prefénico se realiza a través de una
transposicién, en donde, por medio de una reaccidn de Claisen, la parte
correspondiente al fosfoenolpiruvato cambia de posicion y entonces queda unida
directamente al carbociclo, la reaccion es catalizada por la enzima corismato
mutasa. Esto forma a la estructura basica C6 - C3 que es la precursora de los
aminoacidos fenilalanina y tirosina y muchos compuestos fendlicos (Dewick,
2009).

CO,H HO2C .

(o] / COyH
/ ———
>\ ’\/
CO,H
— OH CO,H o)

OH Acido prefénico
Acido corismico

Esquema 6. Biosintesis de acido prefénico a partir del acido corismico (Dewick,
2009).

La formacién de los aminoacidos fenilalanina y tirosina via acido prefénico puede
llevarse a cabo por rutas diferentes, esto depende de la especie y de las enzimas

activas que se encuentren disponibles. Basicamente, la transformacion, consiste
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en tres reacciones, una aromatizacion descarboxilativa, una transaminacién y una

oxidacion en el caso de la tirosina. La aromatizacion descarboxilativa del acido
prefénico genera al acido fenilpiravico y la posterior transaminacioén forma a la L-
fenilalanina, en el caso de la biosintesis de la L-tirosina, la aromatizacion
descarboxilativa se produce por un paso de oxidacién adicional en donde queda
retenido un grupo hidroxilo. La L-fenilalanina y la L-tirosina también se pueden
formar por la aromatizacion descarboxilativa del acido L-arogénico que se produjo
después de la transaminacién del acido prefénico. En la biosintesis de la L-tirosina,
la aromatizacion se produce junto con una reaccion de oxidacion que retiene al

grupo hidroxilo (Dewick, 2009).
COLH CO,H
0 NH;

PLP
~— L- fenilalanina

Acido fenilpiravico

®(\ OH . OH
H ¢ e - Acido L-arogénico
Acido prefénico e
l COH NAD+ l COH

[¢] NH,>
PLP L
—. L-tirosina
OH

. OH
Acido 4-hidroxifenilpiravico

Esquema 7. Biosintesis de la L-fenilalanina y L-tirosina a partir del acido prefénico
(Dewick, 2009).
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Tanto la L-fenilalanina como la L-tirosina pueden generar una gran gama de

productos naturales que estan presentes en muchas plantas. Cuando se produce
la desaminacion, se llega a la formacion del acido cinamico en el caso de la L-
fenilalanina y a la formacion del acido 4-cumarico en el caso de la L-tirosina. Casi
todas las reacciones son catalizadas por la enzima fenilalanina amonio liasa
(Dewick, 2009).

CO,H COxH CO,H CO,H
NH, Z NH,
02 + NADPH Desaminacion
Enzima PAL directa
Hidroxilaciéon
—_— <
L-fenilalanina Acido cindnimco
~ OH OH
Acido 4-cumarico L-tirosina

Esquema 8: Biosintesis del acido cinamico y acido 4-cumarico a partir de la L-
fenilalanina y L-tirosinas (Dewick, 2009).

Los acidos cumaricos y el éster cumaroil-CoA son los precursores de los
flavonoides y estilbenos. El éster cumaroil-CoA se enlaza a una unidad de malonil-
CoA de 6 carbonos formada en la ruta del acetato malonato. Estas reacciones son
catalizadas por la enzima PKS tipo lll, estas enzimas utilizan a los ésteres de
coenzima A y tienen soélo un sitio activo. En este paso se produce un policétido
que dependiendo de la direccion en la que se doble, formara a los flavonoides o a
los estilbenos. En el caso de las chalconas y flavonoides, la extension de la
cadena, las reacciones de condensacion y de ciclizacion que se lleva a cabo por
una reaccion tipo Claisen, son catalizadas por la enzima chalcona sintasa.
Mientras tanto, los compuestos que se producen por la unidon del éster cinamoil-
CoA y una unidad de policétido formada en la ruta del acetato malonato son poco

comunes (Dewick, 2009).

Las chalconas son las precursoras de una gran gama de flavonoides, muchos

tipos de flavonoides tienen en sus estructuras un anillo heterociclico de 6
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miembros que se forma por el ataque nucleofilico del oxigeno de un grupo

hidroxilo que se encuentra en el anillo A sobre el carbono en posicién 3 al
carbonilo. Se puede observar que muchos flavonoides han perdido un grupo
hidroxilo, esto se debe a la actividad de las enzimas chalcona sintasa en
combinacién con la enzima chalcona reductasa. En este paso produce la
reduccién del B-ceto éster o de la triona ciclica, se cree que esto ocurre de forma
espontanea. Las flavanonas pueden llevar a la formacién de una gran variedad de
flavonoides (Dewick, 2009).

OH

SCoA

X

(@)

4-hidroxilcinamoil CoA

+ 3 malonil-CoA
/ OH \

AN

SCoA

+ 3 malonil-CoA

o o o o Reaccion de Claisen

l Reaccion aldolica Chalcona sintasa

Estilbeno sintasa

HO HO

AN

Estilbeno

) Chalcona
o)

Lo

OH

HO o)

OH o
Flavanona (derivado de flavonoide)

Esquema 9: Biosintesis de flavanonas a partir de acido 4-hidroxilcinamico (Dewick,
2009).
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Existen muchas enzimas que se encargan de catalizar reacciones en donde se

modifica el patron de oxigenacion de los anillos aromaticos. También puede haber
modificaciones en el patron de hidroxilacion de los anillos aromaticos, asi como

glicosilaciones y metilaciones.
Biflavonoides:

Los biflavonoides son compuestos polifendlicos formados por dos unidades de
flavonoides, los cuales pueden ser 0 no los mismos, estos flavonoides se pueden
encontrar unidos de forma simétrica o no simétrica por un enlace con un carbono o
con un oxigeno (Silva et al., 2017). Los biflavonoides se pueden encontrar en
estado libre o como O-glicésidos. Las variaciones en las parejas de flavonoides,
las diferentes posiciones y variaciones en el enlace interflavonoidico y la posicion
variable de grupos funcionales y de centros estereogénicos lleva a una gran

diversidad en la estructura de los biflavonoides (Aguilar, 2015).

Los biflavonoides se han encontrado en un extenso rango de plantas vasculares,
desde las Briofitas y Traqueofitas primitivas hasta en las Angiospermas, se
pueden encontrar en muchas especies de musgos de las Briofitas, sin embargo, la
distribucion de estos compuestos parece ser discontinua, esto sucede
especialmente en las Angiospermas, mientras que en las gimnospermas se
encuentran distribuidos ampliamente. No es posible encontrarlos en muchos
miembros de la familia Pineaceae y de la clase Gnetales y en Angiospermas
primitivas relacionadas sin embargo se han encontrado en varias familias de
Angiospermas. Los grupos vasculares primitivos Psilotum y Tmesipteris han
presentado flavonoides y biflavonoides, pero no proantocianidinas mientras que
los helechos contienen principalmente flavonoides y proantocianidinas (Stafford,
1990).

Los biflavonoides se encuentran en distintas partes de las plantas,
predominantemente en la cuticula de la superficie en las células epidérmicas de
las hojas (Stafford, 1990). Presentan actividades biologicas de interés como

antinflamatoria, anticancerigena, antibidtica, vasorelajante, anticoagulante vy
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antioxidante, sin embargo, esta actividad suele ser menor a la de los flavonoides a

pesar de tener aproximadamente el doble de grupos hidroxilo; algunos
biflavonoides pueden inhibir a la enzima citocromo P450 en los humanos (Aguilar,
2015).

Existen mas de 200 tipos de biflavonoides, en cuanto a los biflavonoides en donde
los mondmeros se unen por medio de un enlace C-C, existen los biflavonoides de
tipo agastiflavona en donde la unién se da en C6-C8”, los biflavonoides de tipo
cupressuflavona en donde los mondmeros se unen por medio de los carbonos C8-
C8”, los biflavonoides de tipo amentoflavona en donde los flavonoides se unen por
medio del enlace entre C3’ y C8” y los flavonoides de tipo robustaflavona en
donde la unién se produce entre C3’ y C6”. En el Esquema 10, se presentan las

estructuras correspondientes (Aguilar, 2015).
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ORg

Grupo Agatisflavona

Grupo robustaflavona

ORs

Esquema 10: Biflavonoides de tipo I, unidos por un enlace C-C (Aguilar, 2015).

Se pueden identificar tres tipos de biflavonoides en donde los mondémeros se
encuentran unidos por medio de un atomo de oxigeno, uno pertenece al grupo de
las hinokiflavonas en donde la unién se da entre C4’ y C6”, otro es el grupo a las
ochnaflavonas en donde la union entre los mondmeros se encuentra en C4’ y C3™”
y otro pertenece al grupo de las crysocauloflavonas en donde los monémero se

unen por medio de los carbonos C3 y C4”. En el Esquema 11 se presentan los

dos tipos de estructuras (Aguilar, 2015, Swamy et al., 2006).
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Grupo crysocauloflavona fo) OR,

Esquema 11: Biflavonoides de tipo Il, unidos por un enlace C-O (Aguilar, 2015,
Swamy et al., 2006).

Biosintesis de biflavonoides

La ruta biogenética in vivo mas aceptada de biflavonoides es por acoplamiento
oxidativo de dos unidades de chalcona y modificaciones subsecuentes del
carbono C-3. Si de la naringenina chalcona se abstrae un electrén del grupo
hidroxilo unido al C-4, se forman los radicales representados en las estructuras Ay
B mientras que si se abstrae un electron del C-4, se forma un radical que esta
representado por las estructuras C, D, y E. La union de estos radicales da origen a

los precursores de los bliflavonoides (Aguilar, 2015).
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Figura 12: Biosintesis de biflavonoides (Aguilar, 2015).
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Grupe cupresuflavena OH

Grupo agatsflavona

Esquema 12: Biosintesis de biflavonoides (continuacion) (Aguilar, 2015).
Compuestos aislados de diversas especies del género Selaginella.

Se han realizado estudios fitoquimicos de varias especies del género Selaginella.
A partir de éstas se han podido aislar flavonoides, glucdosidos, lignanos y
alcaloides, sin embargo, los compuestos que se han encontrado con mayor
frecuencia han sido los biflavonoides, especialmente de tipo amentoflavona,

robustaflavona, hinokiflavona y heveaflavona.
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Tabla 2: Diversos compuestos aislados a partir de especies de selaginelas:

Especie Metabolitos secundarios Usos y actividades Referencias
Selaginella bryopteris | Amentoflavona, (2S)-2,3- | “Regeneracion de energia y | Swamy et al., 2006.
dihidroamentoflavona, (27S)-27,3”- | vitalidad”, actividad | Kunert et al., 2008.
dihidroamentoflavona, (2S,2”S)-2,3,2”,3”- | antiprotozoaria de | Sah et al., 2005.
tetrahidroamentoflavona, hinokiflavona, | compuestos tirimetoxilados, | Ramirez et al, 2010
(2S)-2,3-dihidrohinokiflavona, (2”S)-2”,3”- | actividad antioxidante vy
dihidrohinokiflavona, (2S,275)-2,3,2”,3”- | proteje ante el “golpe de
tetrahidrohinokiflavona bilobetina, | calor”.
seqoiaflavona, heveaflavona,
neocriptomerina.
Tetra-O-metilhinokifravona, lanaroflavona,
siadopiticina, 4’,7”-O-dimetilamentoflavona.
Selaginella Naringeninil-(4"”,0,3)-kamperol No reportada Swamy et al. 2006
crysocaulos (crisocauloflavona 1), 8”-metilnaringeninil-

(4, O, 3)-kampferol (crisocauloflavona 2),
5”,7”-dihidroxil-2”-fenoxicromonil-(3"”,  4’)-
naringenina (crisocauloflavona 3), 3,3'-
binaringenina y amentoflavona.

Selaginella convoluta

Presencia de derivados de antraceno,
flavonoides, lignanos, naftoquinonas,
esteroides y triterpenoides

Antidepresiva,

afrodisiaca, diurética,
analgésica, antinflamatoria,
aumenta la fertilidad de las
hembras, actividad
antioxidante, antibacteriana
y citotdxica (débil)

Alves et al., 2018
Guillherme et al., 2012.

Selaginella delicatula

Robustaflavona, amentoflavona, 4-

Actividad citotoxica en

Lin et al., 2000
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metileterobustaflavona, 7,4-
dimetileterobustalfavona, 7,4’-dimetileter-
2”,3”-dihidrorobustaflavona, 7,47
trimetileter-2”,3”-dihidrorobustaflavona,

acido 3,5-di-O-cafeoilquinico, acido 3,4-di-
O-cafeoilquinico, acido 4,5-di-O-
cafeoilquinico, 7,4.47-
trimetileterobustaflavona, 4,4”-dimetileter-
2,3-amentoflavona, 7,4’,7”-trimetileter-2,3-
dihidroamentoflavona, 7,4’-dimetileter-2,3-
dihidroamentoflavona, 7-metileter-2”,3”-
dihidroisocriptomerina y a-tocoferil quinona

contra de células
cancerigenas, actividad
neuroprotectora y

antioxidante.

Chen et al., 2005
Girish et al., 2012, 2014

Selaginella amentoflavona, 7,4,7°,4”- | No reportada Lopez-Saez et al., 1994
denticulata tetrametoxilamentoflavona, criptomerina B,
hinokiflavona, isocriptomerina,
sotetsuflavona  (7-metoxilamentoflavona),
robustaflavona
Selaginella Alcaloides: Utilizada para “eliminar el | Shaoguang et al.,2013,
doederleinii hordenina, hordenina-O-a-L- | aire”, tratar la tos y el]|Lietal., 2017.
ramnopiranosido, N-metiltiramina-O-a-L- | tratamiento de  algunos | Chao et al., 1995.
ramnopiranosido 'y  hordenina-O-[(6”-O- | tipos de cancer. Actividad | Lin et al., 1994

transcinamoil)-4’-O-B-D-glucopiranosil-a-L-
ramnopiranosido.

Biflavonoides: amentoflavona,

robustaflavona, 2”,3”-dihidro-3’,3""’-
biapigenina, 3',3’’-biapigenina,
heveaflavona, 7,474 -tetra-O-
metilamentoflavona.

Lignanos:

(-)-lirioresinol A,
(-)-lirioresinol B,

antitumoral, antioxidante
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(+)-matairesinol A,
(+)-wilkstromol,
(-)-nortraquelésido y
(+)-nortraqueldsido.

Selaginella Determinacion del contenido de | Antipirético, Jiang et al., 2018.
Helvética biflavonoides Desintoxicante,
Estimula la circulacion de la
sangre, utilizada  para
combatir la tos.
Actividad antioxidante
Selaginella Biflavonides: Utilizada para eliminar | Aguilar et al., 2008, et.
lepidophylla Robustaflavona, amentoflavona, piedras en el riion, en el | al.,2015.
2,3-dihidrorobustaflavona, 5-metiléter 2,3- | tratamiento de problemas | Prashant et al. 2014.
dihidrorobustaflavona, hinokiflavona, | urinarios, problemas | Adams et al, 1990.
heveaflavona, isocriptomerina, | digestivos y hepaticos. Qasim et al., 1985.
trimetiléteramentoflavona,  5’,5”-dihidroxi- | Actividad diurética,
7,7°,4’ 4”-tetrametoxiamentoflavona. hepatoprotectora,
Glucodsidos: trealosa y sacarosa. Inhibicién de la produccidn
de ATP.
Selaginella Alcaloides: acido selaginélico, acido 5- | Actividad citotoxica, antiviral | Yuan et Al., 2010.
moellendorffii hidroxiselaginélico, 5-hidroxi-N8,N8- | en contra de la Hepatitis B | Chang-Ming et al, 1997.

dimetilpseudoprinaminol, = N-selagineloil-L-
fenilalanina, N-(5-hidroxiselagineloil)-L-
fenilalanina y derivados del acido
neoselaginélico.

Flavonas: &cido [7-hidroxi-2- (4-hidroxifenil)
-4-ox0-4H-cromeno-5il]  -acético,  éster
etilico del acido [7-hidroxi-2- (4-hidroxi-fenil)
-4-ox0-4H-cromen-5-il]  -acético, éster
butilico del acido [7-hidroxi-2- (4-hidroxi-
fenil) -4-oxo-4H-cromen-5-il] -acético.

Wang et al., 2009
Zhu et al., 2008.
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Biflavonoides: Ginketina, amentoflavona,
7,4’ 7”,4"-tetrametiléteramentoflavona,
kayaflavona, podocarpusflavona A,
crisoeritol, isoginketina, bilobetina,
4-metoxiléterobustaflavona.
Glucésidos: apigenina-8-C-f3-D-
glucopiranésido, 6-C-B-D-glucopiranosil-8-
C-B-D-xilopiranosil-apigenina, 6,8-di-C-p-D-
glucopiranosil-apigenina, 6-C-B-D-
xilopiranosil-8-C-B-D-glucopiranosil-
apigenina.

Selaginella Amentoflavona, robustaflavona y (S)-2,3- | Actividad diurética. Aguilar, 2015

nothohibrida dihidrorobustaflavona

Selaginella Actividad antiespasmddica, | Rojas et al., 1999

pallescens antimicrobiana.

Selaginella pulvinata | (S)-(-)-N-[2-(3-hidroxi-2-0x0-2,3-dihidro-1H- | Utilizada para el tratamiento | Wang et al., 2016.
indol-3-il)etillacetamida, 6-formil-5-isopropil- | del cancer, dafio traumatico | Cao et al., 2010.
3-hidroximetil-7-metil-1H-indeno. y asma. Cao et al., 2010.
Selaginelinas G y H, selaginelinas D-F, | Actividad antiproliferativa, | Zheng et al., 2007.
selaginelinas My S. antifungica en contra de | Cao et al., 2015.
Esteroide: Acido, 3B,16a-dihidroxi-(5a)- | Candida albicans,
colestan-21-dico. Antimicrobiana en contra de
Biflavonoides: Amentoflavona, | Staphylococcus aureus.
robustaflavona.

Selaginella Amentoflavona, robustaflavona No reportada Lopez-Saez et al., 1994

selaginoides

Selaginella sinensis

Neolignanos:
Sinencioles B-G, sinenciol A, alcohol
(7R,8S)-deshidrodiconiferilico, alcohol

(7R,8S)- dihidrodeshidrodiconiferilico.

Es utilizada para tratar la
hepatitis, colecistitis,
nefritis, eczema y el
sangrado.

Chen et al, 2019.
Feng et al., 1994.
Zhang et al., 2011a.
Ma et al., 2001.
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Esteroide: B-sitosterol.

Compuestos fendlicos:

Acido vanilico, (7S,8R)-4,9,9'-trihidroxil-7,8-
dihidrobenzofurano-1’-propilenlignano,
siringaresinol, pinoresinol,
pinoresinol,4,0,D-glucopiranosido,
siringaresinol-4,4’-O-di-D-glucosido, metil-
D-xilopiranosido, metil-D-arabinopiranosido.
Biflavonoides: Amentoflavona,
hinokiflavona.

Actividad antioxidante,
actividad antiviral en contra
del virus sincital
respiratorio, influenza A y B,
HVS-1 HVS-2.

Selaginella
tamariscina

Esteroides:

Acido 3B,16a-dihidroxi-5a,17B-colestan-21-
carboxilico, acido 3p-acetoxi-16a-hidroxi-
5a,17B-colestan-21-carboxilico, acido 3p-(3-
hidroxibutiroxi)-16a-hidroxi-5a,173-
colestan-21-carboxilico.
Biflavonoides:
robustaflavona, ginketina,
neocriptomerina,
sumaflavona, taiwaniflavona
pulvinatabiflavona, 7-O-metilamentoflavona,

Amentoflavona,

hinokiflavona,

7”-O-metilamentoflavona, 7-O-
metilrobustaflavona, 4’-0O-
metilrobustaflavona, 2,3-

dihidroamentoflavona,
dihidroamentoflavona
Isocriptomerina.
Derivados de selaginelina: Selaginelinas A,
C,MyN.

Compuestos fendlicos:
(2R,3S)-dihidro-2-(3’-5’-dimetoxil-4’-

2”,3”_
2’'.8”-biapigenina,

Utilizada para el tratamiento
del cancer en estado
avanzado, hematuria,
prolapso del ano y de la
hepatitis cronica.

Actividad citotoxica
moderada (selaginelinas M
y N).

Regula la expresion de la
matriz metaloproteinasa en
humanos.

Produjo la apoptosis de
células de leucemia
promielética humana.
Actividad antihiperglicémica
del extracto de EtOH.
Actividad vasorelajante
(amentoflavona), Actividad

antialergénica (extracto
EtOH).
Actividad  Antiproliferativo

Zhang et al., 2011.
Zhang et al., 2012.
Lee et al., 2008.
Ahn et al., 2006.
Zheng et al., 2011.
Kang et al., 2004.
But et al., 2005.
Liu et al., 2017.

Bi et al., 2004.
Gao et al., 2007.
Lee et al., 2008.
Hang et al., 2015.
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hidroxifenil)-7-metoxil-5-acetilbenzofurano,

éster del acido 3-hidroxil-(2’-metoxil-4’-
carboxifenil)-propanoico (éster de
tamariscina A), sigringaresinol, 1-(4’-
hidroxil-3’-metoxifenil)-glecerol, acido

ferulico, acido caféico, acido vanilico, acido

en células de cancer de
ovario (amentoflavona).
Actividad antibacteriana.
Actividad antifungica en
contra de Candida albicans
Saccharomyses cerevisiae.

siringico, unbeliflavona, acido | Actividad inhibitoria de las
protocatéquico, tamarinscinol T. enzimas epoxido
hidrolasas.
Selaginella uncinata | Uncinataflavona, cirsimarina, psatirotina, | Utilizada para tratar la | Zou etal., 2013,
2,3-dihidroisocriptomerina, 2”,3”- | ictericia, la disenteria, el | Jun-Xia et al., 2011.
dihidroisocriptomerina, amentoflavona, | edema y la enfermedad de

(2S)-2,3-dihidroamentoflavona-4-metil éter,
(2S,2”S)-2,3,2”,3"-tetrahidroamentoflavona-
4-metil éter, (2S,2”S)-2,3,2”,3"-
tetrahidroamentoflavona, (2S8)-2",3"-
dihidroamentoflavona-4-metil éter, (2S)-2,3-

beriberi.

Actividad antioxidante de
los compuestos aislados.
Los biflavonoides de tipo
amentoflavona tuvieron un

dihidroamentoflavona, (2S)-27,3”- | efecto protector en contra
dihidroamentoflavona. de la anoxia.
Selaginella Biflavonoides: Amentoflavona, | Utilizada para curar heridas, | Chai et al, 2012,
willdernowii robustaflavona, isocriptomerina, 4’,7”-di-O- | como antipirético y para | Silva et al., 1995.
metilamentoflavona, 7”-O- | aliviar el dolor de espalda.
metilisocriptomerina, 2”,3”- | Actividad antioxidante de
dihidroisociptomerina. las decocciones.
Determinacion del contenido de | Actividad  citotoxica de
compuestos fendlicos y flavonoides algunos biflavonoides.
Selaginella Amentoflavona, robustaflavona, | No reportada Lara, 2014.
Wrightii hinokiflavona
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Biflavonides aislados en distintas plantas y sus actividades bioldgicas.

A continuacidon, se presenta una tabla en donde se proporcionan ejemplos de
biflavonoides que se han aislado de otras plantas y sus respectivas actividades

bioldgicas
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Tabla 3: Biflavonoides provenientes de otras especies vegetales y sus actividades bioldgicas.

Especie

Biflavonides

Actividad biolégica

Fuentes

Ormocarpum Kkirki

Apigenil-(1-311-3)-naringenina,

isochamaejasmina.

Actividad antiplasmddica y
antiprotozoaria.

Dhooghe et al., 2010.

Garcinia livingstonei

Ent-naringenil-(I-3all-8)-4’-O-

metilnaringenina

Actividad  antiplasméddica
moderada

Mbwambo et al., 2006

Compnoperma panamense | Lanaroflavona. Actividad anrtiplasmodica y | Weniger et al., 2006
antimalarica.
Ginko biloba Ginketina, isoginketina, | Actividad leishmanicida, Weniger et al., 2006.
bilobetina. antiparacitaria, Lim et al. 2006

antiplasmaodica y
antinflamatoria.

Garcinia garderiana

Moreloflavona, GB-22

Actividad antinflamatoria,
antiedemato-génica,
actividad inhibitoria de la
enzima tirosinasa

Castardo et al., 2008.
Campos et al. 2015).

Lonicera japonica Ochnaflavona Actividad antinflamatoria, Shang et al., 2010.
produjo lesiones en los
tejidos, shock sépticoy
apoptosis.

Potentilla fulgens Polifulgeno Actividad antioxidante Benzie et al., 1996

menor que epicatequina

Garcinia kola

Moreloflavona, GB2a

Actividad antioxidante

Okoko, 2009a, 2009b.

Semecarpus anacardium

Tetrahidro-
Amentoflavona

Actividad antioxidante

Arimboor et al., 2011.

Wikstroemia
Indica

Genkwanol B, genkwanol C,
stelleranol

Actividad antiviral en contra
del virus sincital respiratorio
(VSR).

Rodrigues et al., 2007.

Compylospermum flavum

4’”-O-metilagastiflavona

Actividad antimicrobiana en
contra de Staphylococcus

Likhitwitayawuild et al.,
2005.
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aureus, Candida albicans,
Bacillus subtilis y
Escherichia coli.

Ormocarpum trichocarpum

(+)-chamaejasmina, (-)-dificina,
3”-epidificina, 7,7”-di-O-
metilchamaejasmina, 7,7”-di-O-
metilisochamaejasmina.

Actividad antimicrobiana en
contra de S. aureus, B.
subtilis, E. coli, Klebsiella
pneumonia.

Chukwujekwu et al., 2012.

Lonicera japonica

Lanaroflavona, 4’-O-
metilagastiflavona

Actividad antiproliferativa y
antitumoral en contra de
células de cancer

Huang et al., 2012.

Abies stachalinensis

Abiesinoles A-F.

Actividad quimiopreventiva
y actividad antitumoral

Wada et al., 2010.

Garcinia dulis

Moreloflavona

Actividad antiproliferativa

Pang et al., 2009.

Cupressus sempervirens

8,8”-biapnenina

Inhibidor de la osteroclasto-
genesis

Siddiqui et al., 2010.

Cephalotaxus koreana | Bilobetina, Promueve la diferenciacién | Lee et al., 2006.
nakai Siadopiticina, tetra-O- de osteoblastos, la sintesis
metilamentoflavona de colagenoy la
mimetizacion.
Garcinia Moreloflavona, (+)- Inhibidores de la actividad | On et al., 2016.
prainiana volkensiflavona, 4’”’-metoxil- de la enzima tirosinasa

Amentoflavona
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El proceso de oxidacion, radicales libres, especies reactivas, estrés

oxidativo, antioxidantes, una breve explicacion.

El oxigeno, presente en el aire que nos rodea se encuentra en su forma diatomica,
este gas es de vital importancia para muchos seres vivos debido a que con él
producimos energia de forma eficiente, sin embargo, el oxigeno es toxico, incluso
para los seres aerobios los que sobreviven gracias a que han desarrollado

defensas antioxidantes (Halliwell et al., 2015).

Se sabe que el oxigeno que es procesado durante la respiracién no se aprovecha
al 100 %. Incluso, se ha visto que, en muchos procesos bioldgicos, los seres vivos
quedan afectados, sobretodo, cuando los organismos se encuentran expuestos a
condiciones de hiperoxia o cuando el oxigeno es administrado a alta presion, esto
debido a la produccion de radicales libres de oxigeno que desactivan a las
enzimas que catalizan estos procesos, de hecho, se sabe que el oxigeno es un
radical libre. Partiendo del hecho de que un radical libre es una sustancia que
existe de forma independiente y tiene uno o mas electrones desapareados que
ocupan un orbital atbmico o molecular; en la molécula de oxigeno hay dos
electrones desapareados que se encuentran en dos orbitales pi de antienlace (17%).
Esto hace que el oxigeno reaccione preferentemente con sustancias que son
radicales libres, por fortuna muchas sustancias presentes en los sistemas
biolégicos no son radicales libres por lo que la oxidacion en las biomoléculas se

lleva a cabo lentamente (Halliwell et al., 2015).

Existen muchos radicales libres en los sistemas biologicos, por ejemplo, los que
estan formados por atomos de oxigeno que comunmente se conocen como
especies reactivas de oxigeno (ERO), sin embargo, no todas los radicales libres
se consideran especies reactivas debido a que algunos radicales libres son
selectivos en sus reacciones con moléculas biolégicas y por lo tanto, no
reaccionan con la mayoria de ellas, ademas, el término especies reactivas toma
en cuenta a moléculas que no son radicales libres y que reacciona facilmente con
moléculas bioldgicas lo que contribuye al proceso de oxidacidn. También existen

especies reactivas de nitrogeno (ERN), especies reactivas de sulfuro (ERS) vy
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especies reactivas de haléogenos (ERC y ERB); la reactividad de los radicales

libres y de las especies reactivas varia extensamente (Halliwell et al., 2015).

El oxigeno es una molécula dafina, los aerobios han sobrevivido gracias a que,
poseen defensas antioxidantes (superoxido dismutasa SOD, superoxido
reductasa, glutation reducido, proteinas disulfuro isomerasas, peroxiredoxinas
entre otras), estas sustancias también se pueden adquirir de forma externa, por
ejemplo, por medio de la dieta (vitamina E, carotenoides, acido ascorbico vy
compuestos fendlicos). Un antioxidante es una sustancia que retrasa, previene
o repara el dano producido por los procesos de oxidaciéon. Los antioxidantes
reaccionan con diferentes especies reactivas a diferentes velocidades y por
mecanismos distintos tales como remocién de forma catalitica de los radicales
libres, regulacion en la produccion de especies reactivas, proteccion de las
biomoléculas ante el ataque de los radicales libres, desactivacion de las especies
reactivas, remplazo de los sustratos sensibles a la oxidacion por moléculas mas
resistentes y compartamentalizacion. Los niveles de defensas antioxidantes
difieren en cada tejido, incluso, en cada célula, normalmente aumentan cuando se

ha incrementado la cantidad de especies reactivas (Halliwell et al., 2015).

En organismos aerobios sanos, los sistemas de antioxidantes se encuentran casi
en equilibrio con las especies reactivas (radicales libres), el balance nunca es
perfecto, esto se debe a lo siguiente: las especies reactivas se generan de forma
continua y algunas reaccionan facilmente con cualquier sustrato, por lo que resulta
practicamente imposible detenerlos, el tener un exceso de defensas antioxidantes
tendria un gran costo energético, ademas, muchas especies reactivas cumplen
funciones importantes en los sistemas bioldgicos, lo importante aqui es que se
desarrollen defensas antioxidantes suficientes para minimizar el efecto oxidativo a
la vez que se siga desarrollando dicha funcion. El dafio producido por los procesos

de oxidacién casi siempre tiende a la reparacion (Halliwell et al., 2015).

¢, Qué sucede cuando se pierde el equilibrio entre antioxidantes y especies
reactivas y este se encuentra a favor de las especies reactivas? Cuando se pierde

dicho equilibrio y las especies reactivas se encuentran en una cantidad mucho
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mayor a la de los antioxidantes, los organismos se encuentran en un estado de

estrés oxidativo. El estrés oxidativo puede deberse basicamente a dos cosas, a
que hay una cantidad insuficiente de antioxidantes para neutralizar a los radicales
y por lo tanto, haya una gran cantidad de agentes oxidantes o bien, a fallas en el
sistema de reparacion y remplazo de biomoléculas afectadas (Halliwell et al.,
2015).

Generalmente el estrés oxidativo tiene consecuencias, la severidad de éstas esta
relacionada con las células o el tejido afectado, con la intensidad del estrés
oxidativo y con el tiempo transcurrido bajo esta condicion. A continuacion, se
presenta una descripcidn breve de estas consecuencias: proliferacion celular
que ocurre cuando las células crecen, sin embargo, si el crecimiento es
descontrolado, se presentan enfermedades como ateroesclerosis, cancer, artritis
reumatoide o fibrosis; adaptacion, que se presenta cuando se genera una mayor
cantidad de antioxidantes debido al aumento leve o moderado en la cantidad de
especies reactivas. El fendomeno de adaptacion se puede presentar también por el
remplazo de ciertas biomoléculas a otras mas resistentes; daino celular que se
presenta debido a un estimulo fisico o quimico en exceso o en deficiencia que
altera la homeostasis de las células de forma temporal o permanente; mientras el
dano celular esta presente, las células se encuentran en un estado redox alterado
sin llegar a la muerte celular, en este caso la comunicacién intercelular también
puede quedar afectada; envejecimiento, cuando las células sobreviven pero ya
no se dividen y en casos severos de estrés oxidativo, se presenta la muerte
celular que puede darse por necrosis que ocurre cuando la célula y los organelos
se hinchan, se pierde la integridad de las mitocondrias, se rompe la membrana
plasmatica y se libera el contenido de las células lo cual, es capaz de dafar a las
células vecinas, o bien por apoptosis en donde la célula se mata a si misma, aqui
la célula no libera su contenido pero se pueden liberar peréxidos que dafan a las
células de los alrededores; la muerte celular se puede dar también por una

combinacion de ambos mecanismos (Halliwell et al., 2015).
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Regulacién de la actividad de la enzima acetilcolinesterasa: implicaciones en
el tratamiento de trastornos neurolégicos.

La acetilcolinesterasa es una enzima del grupo de las colinesterasas que se
encarga de catalizar la hidrolisis de la acetilcolina, un neurotransmisor que
participa en la transmision de impulsos nerviosos. Cuando este neurotransmisor
se hidroliza, deja de cumplir su funcién y esto hace que se interrumpan la
transicion de senales eléctricas. El papel de la enzima es de gran importancia
debido a que durante la transmisibn de los mensajes por parte de los
neurotransmisores, siempre existen moléculas que no logran cruzar la barrera
sinaptica y al ser hidrolizadas pueden ser aprovechados, en parte, para sintetizar
nuevamente al neurotransmisor (Rozensweig et al., 1992). Sin embargo, en
algunas enfermedades, la enzima esta sobre estimulada o bien, las neuronas

comienzan a morir y existen problemas con su reproduccion (Khatoon et al. 2018).

La enfermedad de Alzheimer es la principal causa de demencia. Se estima que en
el mundo hay alrededor de 25 millones de personas que la padecen, esta es una
enfermedad neurodegenerativa, la mas comun de todas, que afecta la memoria y
a las habilidades cognitivas lo que finalmente tiene repercusiones en la vida
cotidiana de los pacientes. Como todas las enfermedades neurodegenerativas,
esta enfermedad, no tiene cura y comienza por aparecer con sintomas que tienen
poca o ninguna relevancia (un sintoma caracteristico de las primeras etapas es la
pérdida de la memoria a corto plazo) pero con el transcurso del tiempo, la
enfermedad avanza y los sintomas son cada vez mas severos, como en todas las
enfermedades neurodegenerativas, en la ultima etapa, los pacientes terminan
dependiendo totalmente de los cuidadores. Los medicamentos aprobados por la
FDA (Administracion de Alimentos y Medicamentos) para el tratamiento del
Alzheimer, donepezil, galantamina, que ha sido aislada de Lycoris radiata,
Galanthus nivalis y Narcisus spp, tacrina, huperzina A, un compuesto aislado de
Huperzia serrata, y rivastigmina, inhiben Ila actividad de la enzima
acetilcolinesterasa o incrementan el nivel de acetilcolina mientras que el N-metil-D-
aspartato (NMDA), la memantina, es un receptor antagonista utilizado en los casos
moderados y severos de la enfermedad que bloquea la sobrestimulacion de los
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receptores por glutamato regula la actividad del glutamato lo cual podria llevar a la

excitotoxicidad en el Alzheimer. Sin embargo, el problema con estos
medicamentos es que tienen efectos secundarios tales como diversos trastornos
gastrointestinales por lo que existe la necesidad de buscar nuevos agentes
terapéuticos que sean eficaces y menos toxicos. Los investigadores estan tratando
de encontrar los medicamentos adecuados para prevenir la degeneracion de las
células cerebrales o al menos, disminuir de forma significativa su degeneracion

(Alzheimer’s Association, Khatoon et al., 2018).

Aunque no se conocen las causas exactas de la enfermedad, se han propuesto
cuatro hipotesis principales en donde la causa se asocia con la formacion de las
placas B-amiloide, con problemas en el sistema colinérgico, en el sistema
glutamatérgico y con el estrés oxidativo. A continuacion, se describen brevemente

estas hipétesis:

1) Hipotesis de la cascada amiloide: Esta hipdtesis plantea que la deposicion
de los péptidos B-amiloide es de los primeros signos patoldgicos, esto lleva
a la formacion de las placas B-amiloide, al desarrollo de nudos
neurofibrilares, a la muerte de neuronas y a la demencia (Katoon et al.,
2018).

2) Hipotesis colinérgica: Esta hipotesis plantea que la atenuacién presinaptica
encontrada en los cerebros de las personas con Alzheimer esta relacionada
con el rol de la acetilcolina y el comportamiento de los sujetos. En esta
hipotesis se plantea que los farmacos colinomiméticos podrian contribuir a
la mejora de las funciones cognitivas (Katoon et al., 2018).

3) Hipdtesis del estrés oxidativo: Se ha visto que los cerebros de las personas
con Alzheimer se encuentran bajo estrés oxidativo acrecentado, esto podria
relacionarse con la degeneracion neuronal. Aqui se plantea que los
radicales libres reactivos son peligrosos y producen una serie de eventos
que llevar a la muerte neuronal en las enfermedades neurodegenerativas.
Con respecto a esta idea, se han buscado farmacos que puedan remover a

los radicales libres o al menos, controlar su produccion (Katoon et al 2018).
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4) Hipotesis glutamatérgica: La pérdida de las funciones glutamatérgicas

podria estar relacionada con el aumento del estrés oxidativo asociado con
la acumulacion de los péptidos B-amiloide. Se han buscado agentes
terapéuticos que pudieran traer mejoras en el sistema glutamatérgico
(Katoon et al., 2018).

Por su parte, la enfermedad de Parkinson es la segunda enfermedad
neurodegenerativa mas frecuente en la poblacion humana, los pacientes que
padecen esta enfermedad presentan sintomas como temblor en las manos,
rigidez, sensacion privada del equilibrio y debilidad en el sistema nervioso central.
La enfermedad de Parkinson se asocia con los bajos niveles de los
neurotransmisores dopamina y acetilcolina, involucra varios mecanismos que
llevan a manifestaciones fisiologicas tales como disfuncion mitocondrial, estrés
oxidativo, formacion de agregados proteinicos, neuroinflamacion, apoptosis,
exitotoxcicidad y pérdida de los factores troficos. Al tomar en cuenta estos
factores, se pueden encontrar moléculas que sean utiles en el tratamiento de la

enfermedad de Parkinson (Khatoon et al., 2018).

La regulacion de la actividad de la enzima acetilcolinesterasa que se encuentra en
las neuronas asi como la que se encuentra en las conexiones sinapticas tiene un
rol importante en el tratamiento de trastornos neuroldgicos tales como enfermedad
de Alzheimer, enfermedad de Parkinson, miastenia gravis y en el envenenamiento

por insecticidas organofosforados (Kumar et al., 2017).

Se han realizado estudios con derivados semisintéticos obtenidos a partir de la (-)-
fisostigmina (conocida como eserina), un alcaloide de origen natural que se usa
como control positivo en los ensayos de este tipo. En este estudio se evalud el
efecto inhibitorio de la enzima; los compuestos que fueron evaluados fueron la (+)-
fisostigmina, la (+)-eserolina, la (-)-eserolina, la (-)-dihidrosecofisostigmina y la N-
metilfisostigmina. Los resutados obtenidos en este estudio revelan que la (-)-
fisostigmina es uno de los compuestos mas activos. Para la (+)-fisostigmina, el
enantiomero del compuesto natural, se observé una disminucién significativa en su

actividad. Las (+) y (-) eserolina tuvieron una actividad mucho menor que la del
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alcaloide. La (-)-dihidrofisostigmina fue un poco menos activa que la eserina. Sin

embargo, la N-metilfisostigmina fue mas activa que la eserina. El aumento en la
actividad de esta ultima se puede deber a factores estéricos o bien, a una mayor
lipofilicidad. Como conclusion, se puede afirmar que la actividad de los derivados

de (-)-fisostigmina se debe a factores estéricos (Brossi et al., 1986).

Existen muchos reportes en donde se ha evaluado la capacidad para inhibir a la
enzima acetilcolinesterasa, tanto extractos de plantas como productos naturales
tales como terpenos, compuestos fendlicos, alcaloides, lignanos, witenolidas y
cumarinas, aislados de plantas medicinales, muchas de ellas, utilizadas para
mejorar la memoria, para el tratamiento de algunos problemas cognitivos vy
desordenes psiconeurolégicos. De acuerdo a lo que se ha observado, se han
obtenido buenos resultados en la mayoria de los casos, sin embargo, es necesario
realizar estudios adicionales para describir de forma explicita el mecanismo de
accion, investigar la calidad, seguridad y eficacia de los productos naturales vy
descubrir el mecanismo detras de los efectos sinérgicos de estos compuestos
(Khatoon et al. 2018).

Se han estudiado los extractos acuoso y metandlico de Selaginella delicatula los
cuales han reducido la actividad endogena de la acetilcolinesterasa en las
especies de Drosophila melanogaster y atenuado el aumento en la actividad de la
enzima, efecto que fue inducido por la rotenona. Los resultados obtenidos fueron
similares a los que se presentaron con ratones y larvas de D. melanogaster (Girish
et al., 2014).

A pesar de las pruebas que se han realizado con diversos agentes con actividad
inhibitoria de acetilcolinesterasa, continua la posibilidad de evaluar nuevas
actividades mediante las que se puedan encontrar nuevos agentes terapéuticos
mas efectivos, dirigidos principalmente, a la regulacion de la actividad de esta

enzima (Kumar et al., 2017).
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3) INSTRUMENTOS Y MATERIALES.

Separacion y analisis cromatografico cualitativo por Cromatografia en Capa Fina
(CCF), Cromatografia en Placa Preparativa (CCFP) y Cromatografia en Columna
Abierta (CCA).

Para las separaciones por cromatografia en columna abierta de Sephadex se
utilizé como adsorbente Sephadex LH-20 (tamafno de particula 20-100 ym, Sigma
Aldrich) mientras que para la columna de silica se utilizO como adsorbente gel de
silice (tamafo de particula 0.063-0.200, Kieselgel 60 Merck), utilizando metanol,
acetona, acetato de etilo y hexano previamente destilados como disolventes para
la fase movil. Para las separaciones realizadas por Cromatografia en Placa
Preparativa se utilizaron placas de vidrio de 20 X 20 cm cubiertas por gel de silice
(60 F254 Merck) de 1 mm de grosor y como fase mévil se utilizaron sistemas de
elucién tales como hexano-AcOEt y CH2Cl>-MeOH en distintas proporciones. Para
el analisis cualitativo de las fracciones obtenidas por Cromatografia en Capa Fina
fueron utilizados cromatofolios de aluminio cubiertos por una capa de gel de silice
(60 F2s4 Macherey-Nagel) con 0.2 mm de grosor, como fase mdévil se utilizaron
diversos sistemas de elucién; como agente revelador fue utilizada una disolucién

de sulfato cérico amoniacal [(NH4)Ce(SO4)4+2H20) con 1% de acido sulfurico 2N.

Los analisis espectroscopicos fueron realizados en las instalaciones de la Unidad
de Servicios y Apoyo a la Investigacion y la Industria (USAII). Con el fin de obtener
informacion respecto a la composicion quimica del solido que precipitd en la
extraccion, se obtuvo un espectro de IR por reflectancia, para esto se utilizé un
espectrofotometro Perkin-Elmer Spectrum RX 1 FTIR. Para determinar la
estructura de los compuestos aislados se obtuvieron espectros de Resonancia
Magnética Nuclear en primera y segunda dimension, para los espectros de proton
de 400 MHz se utilizé un espectréometro Varian Unity Inova, para los de RMN-'H
de 600 MHz se utilizd6 un espectrometro marca JEOL, modelo JMN-ECZ600R vy
para los de RMN-"3C y segunda dimensién se utilizo un espectrometro marca
Varian, modelo VNNRS. Las muestras fueron disueltas en acetona deuterada

CDs0OCDs3 y como referencia interna se utilizé TMS.
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4) JUSTIFICACION.

Resulta de importancia realizar el estudio con las plantas de las que no se tiene
informacion acerca de su composicion quimica y se utilizan en medicina
tradicional, debido a que se consideran una fuente potencial para el desarrollo de
medicamentos y productos utiles, como es el caso de la especie Selaginella
stellata, la cual se recomienda en medicina tradicional para el tratamento de la

epilepsia y como ansiolitico.

Por otra parte, resulta relevante contribuir al conocimiento de la composicion
quimica de las plantas del género Selaginella ya que, aparte de tener mas
informacion del perfil quimico de estas plantas, muchos de los compuestos que se
han aislado de ellas, han presentado actividades biolégicas importantes, por
ejemplo, actividad citotdxica, actividad antibacteriana, actividad antiprotozoaria

entre otras.

También resulta interesante obtener informacion acerca de la actividad
antioxidante de la planta debido a que el proceso de oxidacién es un detonante de
muchas enfermedades de importancia y de gran impacto que afectan, en especial,
a la poblacion de edad avanzada. Esta propiedad se ha reportado en los extractos

de mayor polaridad en otras especies del género Selaginella.
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5) OBJETIVO GENERAL.

Realizar un estudio fitoquimico para obtener informacién con respecto al contenido
de biflavonoides en la especie Selaginella stellata Spring, asi como evaluar la
capacidad antioxidante del extracto total y la actividad inhibitoria de la enzima
acetilcolintesterasa de los extractos, fracciones y compuestos aislados con el fin

de obtener informacién respecto a su posible actividad neuroprotectora.

6) OBJETIVOS ESPECIFICOS.

e Obtener informacion bibliografica acerca de las propiedades fisicas,
quimicas y bioldgicas de los compuestos presentes en las especies del
geénero Selaginella los cuales pudieran ser encontrados en esta planta.

e Realizar el fraccionamiento por reparto del extracto total y a partir de la
fraccidon de acetato de etilo, aislar a los biflavonoides mayoritarios.

e Determinar la estructura de los compuestos aislados por medio de
experimentos de Resonancia Magnética Nuclear en una y dos dimensiones.

e Obtener informacion acerca del contenido de flavonoides y de compuestos
fendlicos presentes en el extracto total, asi como evaluar la capacidad
antioxidante del extracto por medio del atrapamiento del radical DPPH.

e Evaluar la capacidad inhibitoria de la enzima acetilcolinesterasa de los
extractos, fracciones y compuestos aislados.

e Contribuir a la informacion de la composicién quimica de especies del

género Selaginella.

7) HIPOTESIS.

De acuerdo con lo que esta reportado en la literatura cientifica, mediante de un
estudio quimico de esta especie, es posible aislar principalmente biflavonoides, sin
embargo, también sera posible encontrar flavonoides, lignanos, compuestos
fendlicos, alcaloides y glicdsidos. De acuerdo a multiples estudios quimicos con
otras especies de salaginelas, los biflavonoides se podran encontrar mayormente
en el extracto de acetato de etilo. Es posible que el extracto presente actividad

antioxidante y que pueda inhibir a la enzima acetilcolinesterasa, esto se puede
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atribuir, principalmente, a los compuestos que se encuentran en los extractos de

mayor polaridad. En la literatura no existe algun reporte en donde se haya
evaluado la capacidad inhibitoria de la enzima acetilcolinesterasa de los

biflavonoides.
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8) METODOLOGIA.

Material vegetal.

Selaginella stellata fue colectada en la region de Ocozotepec en el estado de
Veracruz, México, el 8 de junio de 2018 por el M. en C. Ramiro Rios Gomez y fue
identificada por el M. en C. Alberto Reyes Garcia. Un ejemplar de la planta se

encuentra depositado en el Herbario FEZA con el numero de colecta 1894.
) Tratamiento previo a la extraccion.

Las partes aéreas de la planta fueron desecadas a temperatura ambiente a la
sombra; el material se pesd, separ6 manualmente de materia extrana y se

pulverizd con una licuadora doméstica.
) Extraccion del material vegetal.

La extraccidon se realizd por el método de maceracion; la planta pulverizada se
colocé en un matraz bola de 4 L al que se le agregaron 2 L de una mezcla
formada por CHCI3-MeOH 1:1, y asi permanecio durante 10 dias. El extracto se
concentro por destilacion a presidon reducida con un rotavapor. Este procedimiento

se repitié cuatro veces para obtener al extracto total.
) Separacion preliminar de biflavonoides

Durante el proceso de extraccion ser formo un solido de color amarillo claro (20.2
mgq) el cual fue recuperado y pesado, se determiné su punto de fusion y se analizé
por cromatografia en capa fina utilizando como eluyente CHCI3-MeOH en
diferentes proporciones. Por otra parte, se obtuvo un espectro en el IR para
obtener informacién acerca de su composicion. El sdlido fue separado en sus
constituyentes por cromatografia por placa preparativa (CPP) de silica gel, como
eluyente se utilizé una disolucion de hexano-AcOEt 2:8 y fue analizado por RMN-

'H. Se identifico el compuesto 1, (8.5 mg).
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V) Fraccionamiento del extracto total.

1) Fraccionamiento por particion liquido-liquido.

El extracto total fue resuspendido en una mezcla de MeOH-H20 (8:2), y
fraccionado por reparto liquido-liquido sucesivamente con hexano y AcOEt. Se
obtuvieron tres fracciones: fase de hexano, de AcOEt y la fase acuosa remanente;
la fase de AcOEt fue concentrada por destilacion a presion reducida y

posteriormente fue pesada.

La fraccion remanente que se obtuvo en el reparto con MeOH-H20 fue analizada
por medio de espectroscopia de RMN-'H con el objetivo de visualizar sefiales

correspondientes a las de trehalosa.
2) Aislamiento de Biflavonoides.

El extracto de AcOEt fue separado en sus componentes mediante cromatografia
en columna abierta de Sephadex LH-20 como fase estacionaria y metanol como
eluyente. Se obtuvieron 48 fracciones primarias que se reunieron en 12 de

acuerdo a su similitud en su perfil cromatografico observado por CCF.

Las fracciones 8 a 11 obtenidas en la columna de Sephadex fueron separadas por
medio de cromatografia en columna abierta de silica gel 60 empleando como
eluyente mezclas de hexano-AcOEt de polaridad ascendente. De esta separacion
se obtuvieron 84 fracciones (C1-C84) las cuales fueron reunidas de acuerdo con

su perfil cromatografico observado por CCF.

Las fracciones C18 a C21 fueron reunidas y después separadas en sus
componentes por cromatografia en placa preparativa (CPP) de silica gel 60
empleando como eluyente una mezcla de hexano-AcOEt en proporcion 6:4. Las

fracciones que se generaron fueron analizadas por RMN-"H.

Posteriormente se reunieron las fracciones C-25 a C-32, luego fueron separadas
por medio de una columna cromatografica abierta de Sephadex LH-20. Como

eluyentes se utilizaron sucesivamente metanol y acetona. Se obtuvieron 15
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fracciones que después de ser reunidas por su similitud cromatografica por CCF,

se obtuvo un total de 9 fracciones (E1-E9).

Las fracciones E-3, E-4-5 y E-6 fueron reunidas y posteriormente separadas en
sus componentes mediante CPP de silica gel, empleando como eluyente una
disolucién formada por hexano—AcOEt 2:8. Las fracciones que se generaron

fueron analizadas por RMN-'H. Se aislé el compuesto 2, (5.8 mg).

Las fracciones E-7-8 y E-9-10 fueron separadas en sus componentes de manera
independiente por medio de CPP formadas por silica gel, como eluyente se utilizd
una disolucion formada por hexano—AcOEt 2:8. Las fracciones que se obtuvieron
fueron analizadas por RMN-'H de 400 MHz. De las fracciones E-7-8 se aisl6 el

compuesto 2, (7.1 mg). De las fracciones 9-10 se aislé el compuesto 3, (4.7 mg).

Las fracciones C-42 a C-74 fueron reunidas ya que presentaron un perfil
cromatografico similar en CCF. Al reunirse, se observo la precipitacion de un
soélido que fue insoluble en MeOH y acetona el cual fue separado por filtracion. Las
aguas madre se concentraron y fueron separadas en sus componentes por CPP
de silica, empleando como eluyente CH2Cl2—acetona 6:4. Las fracciones que se
generaron fueron analizadas por espectroscopia de RMN-'H, en ellas se logro
identificar a dos compuestos, sin embargo, no fue posible realizar la determinacion

de su estructura.
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Determinacién de la actividad antioxidante del extracto total de Selaginella
stellata por: Atrapamiento del radical DPPH, determinacién del contenido de
fenoles con el reactivo de Folin-Ciocalteu y determinacion del contenido de

flavonoides con quercetina.

Las siguientes pruebas fueron realizadas con el extracto total de la planta.

Determinacidon de la actividad antioxidante por atrapamiento del radical
DPPH.

e Preparacién de la curva de calibracién con Trolox® para DPPH.

La metodologia de esta prueba se realizd con base en lo descrito en la literatura
(Cheng et. al.) con algunas modificaciones, en una placa de 96 pozos con una
capacidad de 200 uL. Para esto se obtuvo una curva de calibracion que fue
preparada con 6 disoluciones de Trolox® en un rango de concentraciones de 2 uM
a 125 pM que fueron preparadas a partir de una disolucibon madre con
concentracion de 500 uM, en MeOH. Por otra parte, se prepard una disolucion del
radical DPPH con una concentracion de 2 mM en metanol. Las diferentes
disoluciones de Trolox fueron adicionadas en cada pozo de la placa y
posteriormente se adicionaron a cada pozo las disoluciones del radical DPPH y la
cantidad necesaria de MeOH a completar a 200 yL. La placa se mantuvo bajo la
oscuridad para evitar su descomposicion. Después de 2 h, las absorbancias
fueron determinadas en un lector de placas de ELISA a 517 nm. Como blanco se
utilizé MeOH. Finalmente, el porcentaje de inhibicidon fue determinado por medio

de la siguiente ecuacion.

Abs.blanco — Abs. muestra
Abs. blanco

% inhibicion =

e Determinacidn de Ila actividad antioxidante del extracto total por

atrapamiento del radical DPPH.

Las diluciones fueron preparadas en placas de 96 pozos con una capacidad de
200 pL cada una. Se prepararon 8 diluciones del extracto, estas fueron preparadas
a partir de una disolucion del extracto total con una concentracion de 500 ppm,

posteriormente, fue adicionada la disolucion del radical DPPH y la cantidad
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necesaria de MeOH para obtener un volumen de 200 pL,. Las diluciones

permanecieron en la oscuridad durante 30 minutos mientras se llevaba a cabo la
reaccion. Como blanco se utiliz6 MeOH. Se realiz6 la lectura de las placas en el
espectrofotometro a 517 nm. Finalmente, se determind el porcentaje de inhibicién

del radical por medio de la misma ecuacion para la curva.

Abs.blanco — Abs. muestra
Abs. blanco

% inhibicion =

Estimacion del contenido de fenoles totales con el reactivo de Folin-
Ciocalteu.

e Preparacion de la curva de calibracion con acido galico.

Se obtuvo una curva de calibracién con una disolucion acuosa de acido galico en
un rango de concentraciones de 0.5 a 200 ppm y otra de Na2COs en agua con una
concentracion de 8% m/v. Por otra parte, fue preparada la disolucién acuosa del
reactivo de Folin-Ciocalteu a una concentracién de 2.0 N. En una placa de 96
pozos con capacidad de 200 uL se adicionaron en cada pozo las diluciones de
acido galico, la disolucion del reactivo de Folin-Ciocalteu y 50 pL de la disolucién
de Na2COs.La placa se mantuvo en la oscuridad durante 60 minutos, a 25°C, esto
para que se lleve a cabo la reaccion. Las lecturas de absorbancia fueron obtenidas
a 670 nm. Finalmente se calcul6 el contenido de fenoles por medio de la ecuacion

siguiente. El contenido de fenoles se expresé como eq. AG/ g de extracto.
Abs.de la muestra = Abs.obtenida — Abs. blanco

e Determinacion del contenido de fenoles en el extracto total por el método

del reactivo de Folin-Ciocalteu a una concentracion de 1000 ppm.

Se prepararon ocho diluciones a partir de una disolucion del extracto total con una
concentracion de 500 ppm. Posteriormente, se adiciond la disolucién del reactivo
de Folin-Ciocalteu y 50 pL de la disolucibn de Na2COs, las diluciones
permanecieron en la oscuridad durante 60 minutos, a 25°C con el fin de llevar a

cabo la reaccion. Las lecturas de las placas se realizaron a 670 nm. Se determiné
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el contenido de fenoles por medio de la misma ecuacidon que se utilizé para la

curva, los resultados fueron expresados en eq AG/ g de extracto.
Abs.de la muestra = Abs.obtenida — Abs. blanco

Estimacion del contenido de flavonoides totales por el método de
Kamazawa.

e Preparacion de la curva de calibracién de quercetina y AlCls.

El contenido de flavonoides en el extracto total se obtuvo al reaccionar a las
diluciones preparadas con una disolucion de AlCIs. Para esto, se obtuvo una curva
de calibracion con quercetina y AIClI3, las diluciones utilizadas para generar la
curva de calibracion y las diluciones del extracto fueron preparadas en placas de
96 pozos con una capacidad de 200 pL. Para obtener la curva se prepararon
diluciones etandlicas de quercetina en un rango de concentraciones de 0.4 a 25
ppm a partir de una disolucion con una concentracion de 200 ppm. Fue preparada
una disolucion de AICIs con una concentracion de 2% m/v. Las diluciones para la
curva de calibracion se prepararon al adicionar la disolucién de AICIs a las
diluciones de quercetina y completar cada pozo con la cantidad necesaria de
EtOH; las placas se mantuvieron en la oscuridad durante un periodo de 15
minutos mientras transcurria la reaccién. Se midié la absorbancia a 420 nm. El
contenido de flavonoides se determind con la siguiente ecuacién y fue expresado

en ug eq. de quercetina/ g de extracto.

Abs.disoln.= Abs.obtenida — Abs. blanco

e Determinacion del contenido de flavonoides en el extracto total.

Se prepararon 8 diluciones del extracto total a partir de una disolucién con una
concentracion de 200 ppm. Se les adiciono la disolucion de AICIl3 y permanecieron
en la oscuridad durante 15 minutos mientras se llevaba a cabo la reaccion. En
seguida, se ley6 la absorbancia a 420 nm. El contenido de flavonoides fue
determinado con la misma ecuacion que se utilizé para la curva de calibracion; los

resultados fueron expresados en ug eq. quercetina/ g de extracto.
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Abs.disoln.= Abs.obtenida — Abs. blanco

Determinacion de la capacidad inhibitoria de la enzima acetilcolinesterasa

de los extractos, fracciones y compuestos aislados.

El ensayo de inhibicidon de acetilcolinesterasa se realizé en una placa de 96 pozos,
cada uno de ellos fue rotulado con letras que iban de la A a la H por cada fila
mientras que, a los pozos de cada columna se les asignaron numeros del 1 al 12.
Para esta prueba se prepararon 500 mL de un buffer de fosfatos a pH 8,
compuesto por NazHPO4, NaH2PO4 y NaCl. Posteriormente, se tomaron 100 mL
del buffer de fosfatos al que se le adiciond acetonitrilo para obtener una
disoulucion al 2%. La disolucion resultante fue adicionada a los pozos 1A-1D.
Después, se agregaron 50 pyL de una disolucion de las muestras, disueltas en
MeOH, en los pozos 1E-1H, 2A-4H y 8E-11H. Luego fueron adicionados 50 L del
buffer de fosfatos a todos los pozos. Después, se adicionaron 50 uL de una
dilucion de la enzima acetilcolinesterasa obtenida de anguila eléctrica
(Electrophorus electricus), marca SIGMA, en los pozos de las filasB-G, a una
concentracion 0.195 U/mL disuelta en buffer salino de fosfatos. Las disoluciones
en las placas se mantuvieron en incubacién durante 30 minutos a temperatura
ambiente. Para que la reaccion comenzara, se adicionaron 100 yL de una
disolucién que contenia al sustrato (acetilcolina) formada por el buffer de fosfatos,
una dilucién de acido 5,5-ditio-bis-(2-nitrobenzéico) y una dilucion de yoduro de
acetilcolina. La placa fue incubada durante 5 minutos a temperatura ambiente
bajo agitacién, protegiéndola de la luz. Finalmente, la absorbancia fue leida a 412

nm inmediatamente después del tiempo transcurrido.
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9) RESULTADOS.

El presente trabajo se llevd a cabo dentro de un proyecto de analisis quimico de
especies del género Selaginella con uso en la medicina popular. Selaginella
stellata no corresponde como otras especies de Selaginella, a las “doradillas”,
plantas comunes en la parte centro de la Republica Mexicana caracterizadas por
ser plantas adheridas al suelo con caracteristicas poiquilohidricas, que en
ausencia de agua se enroscan formando una roseta de color dorado y con la
humedad extienden sus ramas. En contraste, S. stellata es una especie con tallos

erguidos y delgados que no forma roseta en ausencia de agua.

En el estudio quimico de S. stellata se aislaron los biflavonoides 7-O-metil-2”,3"-
dihidro-isocriptomerina (1) del que se obtuvieron 8.5 mg, amentoflavona (2) del
que se aislaron 12.9 mg y 2”,3”-dihidro-amentoflavona (3) del que se pesron 4.7

mg (Figura 2).

Figura 2: Estructuras de los compuestos aislados: 7-O-metiléter 27,3"-

dihidroisocriptomerina, amentoflavona, 2”,3”-dihidroamentoflavona.
Extraccion

Se obtuvieron 21.0 g (10 %) de extracto total de S. stellata del cual precipitaron
20.2 mg de un solido amarillento, se observo que el sélido no presentd punto de
fusién. Al ser analizado por cromatografia en capa fina se observé que era una
mezcla formada por al menos cinco componentes en donde predominaban tres de

ellos.
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Fraccionamiento del extracto total.

Al evaluar por medio de RMN-1H la fraccién remanente formado por MeOH-H20

8:2 no se observaron sefales correspondientes a las de la trehalosa

Resultados del espectro de Infrarrojo obtenido del precipitado formado
durante la extraccién.

IR, FTIR por reflectancia ATR (vmax = cm'): 800, 833, 884, 1030, 1059, 1070,
1021, 1127, 1170, 1197, 1219, 1244, 12778, 1301, 1356, 1438, 1452, 1495, 1512,
157, 1607, 1645, 1734, 2849, 2917, 3061, 3284.

Elucidacion de la estructura de los compuestos aislados.

Resultados obtenidos en los experimentos de Resonancia Magnética
Nuclear del compuesto presente en la fracciéon SSFB1C (Compuesto 1, 7-O-
metil-2”’,3”-dihidroisocriptomerina).

RMN-'H 600 MHz CD3COCDs (5 = ppm): 2.83 (s, 1H, H-3"a), 3.31 (s, 1H, H-3"Db),
3.85 (s, 3H, H-OCHs, 7), 3.96 (s, 3H, H-OCHs 7”), 5.55 (dd, J = 12.96, 2.88, 2.94
Hz, H-2"), 6.07 (d, 2H, J = 2.34, H-6, 8), 6.76 (s 1H, H-3), 6.97 (d, 2H, J = 8.76 Hz,
H-3"y 5”), 7.02 (s, 1H, H-8”), 7.06 (d, 2H, J = 8.7, H-3' y 5'), 7.49 (d, 2H, J = 8.7,
H-2" vy 6”), 8.02 (d, 2H, J = 8.88 Hz, H-2' y 6), 12.14 (s, 1H, H-OH 5), 13.10 (s,
1H, H-OH 5”).

RMN-'3C, 100 MHz CD3COCDs (5 = ppm): 42.6 C-3”, 55.4 C-OCH3 7, 56.3 C-
OCH3 77, 79.0 C-2”, 91.5 C-8”, 93.8 C-8, 94.7 C-6, 103.2 C-3, 105.8 C-10, 114.9
C-3"7y 5", 116.1 C-3'y 5, 122.3 C-6', 126.2 C-10", 128.1 C-2"y 6", 128.6 C-2'y
6’, 132. 3 C-1"", 1563.6 C-6”, 154.6 C-9”, 158.7 C-4", 159.1 C-7", 161.4 C-4’, 163.3
C-9, 164.2 C-5, 164.8 C-2, 168.1 C-7, 182.7 C-4, 196.7 C-4".

Correlaciones observadas en COSY del compuesto presente en la fraccion
SSFB1C.

COSY (5 = ppm): H-3' y 5/ H-2' y 6 (8.02: 7.06), H-2" y 6"/ H-3" y 5 (7.49;
6.97), H-2"/ H-3"b (5.55: 3.31), H-2"/ H-3"a (5.55: 2.83), H-3"b/ H-3"a (3.31: 2.83).

Correlaciones observadas en HSQC del compuesto presente en la fraccion
SSFB1C.
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HSQC (5 = ppm): H-3"a y H-3"b/ C-3” (42.6: 3.31, 2.83), OCH3 de C-7 (55.4:
3.85), OCH3 de C-7” (56.3:3.96), H-2"/ C-2” (79.0: 5.55), H-8"/ C-8” (91.5: 7.02),
H-8/ C-8 (93.8: 6.07), H-6/ C-6 (94.7: 6.07), H-3/ C-3 (103.2: 6.76), H-3"" y 5"’/ C-
37y 57 (114.9: 6.97), H-3' y H-5/ C-3' y 5’ (116.1: 7.06), C-2” y 6" (128.1: 7.49),
C-2'y C-3' (128.6: 8.02).

Correlaciones observadas en HMBC del compuesto presente en la fraccidon
SSFB1C.

HMBC (5 = ppm): H-2"", H-6"", H-3"b/ C-2” (7.49, 3.31: 79.0), H-8/ C-6 (6.07:
94.7), H-3/ C-10 (6.76: 105.8), H-3"" y 5/ C-3"" y 5™ (6.97: 114.9), H-3' y 5/ C-3
y 5 (7.06: 116.1), H-3", y 5/ C-1’ (7.06: 122.3), H-8"/ C-10” (7.02: 126.2), H-2" y
6/ C-2” y 6” (7.06: 128.1), H-2' y 3/ C-2' y 6’ (8.02: 128.6), H-3" y 5"’/ C-1""
(6.97: 132.3), H-8"/ C-10” (7.02: 154.6), H-2"" y 6"/ C-4"" (7.49: 158.7), OC-H3 7"/
C-7” (3.96: 159.1), H-2' y 6"/ C-2 (8.02: 161.4), H-8/ C-9 (6.07: 163.3), H-6/ C-5
(6.07: 164.2), H-3, H-2' y 6’ (8.02, 6.76: 164.8), OC-H3 7/ C-7 (3.85: 168.1).

Correlaciones observadas en NOESY del compuesto presente en la fraccidon
SSFB1C.

NOESY (5 = ppm): H-2’ y 6/ H-8” (8.02: 7.02), H-2' y 6"/ H-3 (8.02: 6.76), H-2"" y
6"/ H-8” (7.49: 7.02), H-2" y 6"’/ H-2”", H-3/ OC-H3 7” (7.02: 3.96). H-8 / OC-H3 7
(6.07: 3.85).

Resultados obtenidos en los experimentos de Resonancia Magnética
Nuclear del compuesto presente en la fraccion SS1G1C (Compuesto 2,
Amentoflavona).

RMN-'H 400 MHz CD3COCDs (5 = ppm): 6.21 (d, 1H, J = 2.08 Hz, H-6), 6.29 (s,
1H, H-6"), 6.41 (d, 1H, J = 2.12 Hz, H-8), 6.58 (s, 1H, H-3"), 6.67 (s, 1H, H-3), 6.74
(d, 2H, J = 8.84 Hz, H-3"" y 5”), 7.09 (d, 1H, J = 8.64 Hz, H-5), 7.71 (d, 2H, J = 8.8
Hz, H-2" y 6”"), 7.91 (dd, 1H, J = 8.76, 2.45, 2.28 Hz), H-6', 8.27 (d, 1H, J = 2.44
Hz), 13. 17 (s, 1H, OH-5), 13.18 (s, 1H, OH-5").

RMN-'3C 100 MHz CD3COCDs (5 = ppm): 93.9 C-8, 98.7 C-6, 100.8 C-5", 102.6
C-3y C-3”, 103.2 C-10”, 104.2 C-10, 105.9 C-8”, 115.6 C-3” y 5, 118.4 C-5,
120.1 C-1°, 122.5 C-4’, 122.6 C-1"", 126.9 C-6’, 128.1 C-2” y C-6"", 131.6 C-2,
155.2 C-9”, 157.9 C-9, 160.7 C-4"", 161.6 C-7", 162.3 C-5, 162.6 C-4’, 163.5 C-2”,
164.0 C-7, 164.8 C-2, 167.6 C-5", 182.1 C-4, 182.2 C-4".

Correlaciones observadas en COSY del compuesto presente en la fraccion
SS1G1C.
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COSY (& = ppm): H2-H6’ (8.27: 7.91), H2-H5’ (7.91: 7.09), H6™-H5" (7.71: 6.74),
H6-H8 (6.21: 6.41).

Correlaciones observadas en HSQC del compuesto presente en la fraccion
SS1G1C.

HSQC (5 = ppm): C8-H8 (93.9: 6.41), C6-H6 (98.7: 6.21), C5”’-H5” (100.8: 6.29),
C3-H3 (102.6: 6.67), C3"-H3” (102.6: 6.58), C3"-H3” (115.6: 6.74), C6-HE’
(126.9: 7.91), C6”’-H6" (128.1: 7.71), C2-H2’ (131.6: 8.27).

Correlaciones observadas en HMBC del compuesto presente en la fraccion
SS1G1C.

HMBC (5 = ppm): C8-H6 (93.9: 6.21), C6-H8 (98.7: 6.41), C10”-H3” y H5” (103.2:
6.58, 6.29), C10-C3,C6 y C8 (104.2: 6.67, 6.41, 6.21), C8”-H2’ y H6” (105.9: 8.27,
6.29), C5”-H3" (115.6: 6.74), C1-H3 y H5’' (120.1: 6.67, 7.09), C3-H5' (122.5:
7.09), C1”-H5" y HB™ (122.6: 6.74, 7.71), C6’-H2’ (126.9: 8.27), C6”-H2"” (128.1:
7.71), C2-H6' (131.6; 7.91), C9-H8 (157.9: 6.41), C4™-H3” y H2"” (160.7: 7.71,
6.74), C7"-H6” (161.6: 6.29), C5-H6 (162.3: 6.21), C4-H2’, H5' y HE’ (162.6: 8.27,
7.91, 7.09) C2"-H2"” y H3” (163.5: 7.71, 6.58), C7-H6-H8 (164.0: 6.21, 6.41), C2-
H3, H2' y H6' (164.8: 6.67, 8.27, 7.91), C5”-H6” (167.6: 6.29), C4-H3 (182.1: 6.67),
C4”-H3” (182.2: 6.58).

Correlaciones observadas en NOESY del compuesto presente en la fraccidon
SS1G1C.

NOESY (5 = ppm): H3-H6’ (6.67: 7.91), H5-H6’ (7.09: 7.91), H2-H3 (8.27: 6.67),
H2'-H2" (8.27: 7.71), H5”-HB" (6.74: 7.71), H6"*-H3” (7.71: 6.58).

Resultados obtenidos en los experimentos de Resonancia Magnética
Nuclear del compuesto presente en la fraccion SS2G2C (Compuesto 3, 2”°,3”-
dihidroamentoflavona).

RMN-"H 400 MHz CD3COCDs (5 = ppm): 2.67 (d, 1H, J = 3.12 Hz, H-3"a), 3.06 (d,
1H, J = 3.08 Hz, H-3"b), 5.41 (dd, 1H, J = 12.64, J = 3.08 Hz, J = 3.08 Hz, H-2"),
5.93 (S, 1H, H-6"), 6.21 (d, 1H, J = 2.12 Hz, H-6), 6.52 (d, 1H, J = 2.16 H-8), 6.58
(s, 1H, H-2), 6.89 (d, 2H, J = 8.56, H-3" y 5™), 6.97 (d, 1H, J = 8.6, H-5'), 7.40 (d,
2H, J = 8.52, H-2"" y 6™, 7.76 (dd, 1H, J = 2.44, J= 2.48 Hz J = 8.62 Hz, H-6), 8.16
(d, 1H, J = 2.4 Hz, H-2’), 13.11 (s, 2H, OH-4 y 4”).

RMN-'3C 100 MHz CD3COCDs (5 = ppm): 42.8 C-2”, 78.5 C-3”, 93.8 C-8, 97.4 C-
6", 98.7 C-6, 100.2 C-10", 102.4 C-2, 104.3 C-10, 107.9 C-8", 115.2 C-3" y 5",
118.3 C-5', 119.9 C-1', 123.7 C-3’, 125.9 C-6', 128.0 C-2" y 6™, 130.6 C-1"", 131.8
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C-2’, 157.6 C-4"", 157.9 C9, 162.1 C-5”, 162.1 C-7", 162.4 C-4’, 162.4 C-5, 164.2
C-7,165.4 C-2,172.7 C-9”, 182.1 C4, 194.1 C4".

Correlaciones observadas en COSY del compuesto presente en la fraccién
SS2G2C.

COSY (5 = ppm): H3"a-H3"b (2.67: 3.06), H3"b-H2” (3.06: 5.41), H6-H8 (6.21:
6.52), H5”-H6"" (6.89: 7.34), H5'-H6’ (6.97: 7.76), H6'-H2’ (6.97: 8.16).

Correlaciones observadas en HSQC del compuesto presente en la fraccion
SS2G2C.

HSQC (5 = ppm): C3"-H3"a y H3"b (42.8: 3.06 y 2.67), C2"-H2” (78.5: 5.41), C8-
H8 (93.8: 6.52), C6"-H6" (97.4: 5.93), C6-H6 (98.7: 6.21), C3-H3 (102.4: 6.58),
C3”-H3” (115.2: 6.89), C5-H5' (118.3: 6.97), C6-HE'(125.9: 7.76), C2-H2”
(128.0: 6.89), C2-H2’ (131.8: 8.16).

Correlaciones observadas en HMBC del compuesto presente en la fraccion
SS2G2C.

HMBC (5 = PPM): C2"-H2” y H3"b (78.5: 7.40, 5.06), C8-H6 (93.8: 6.21), C6-H8
(98.7: 6.52), C10”-H6” (100.2: 5.93), C10-H3, H6 y H8 (104.3: 6.52, 6.21, 6.52),
C8”-H2’' y H6” (107.9: 8.16, 5.93), C3"-H2"” (115.2, 6.89), C1’-H3 y H5' (119.9:
6.97, 6.58), C3-H5 (123.7: 6.97), C6'-H2' (125.9: 8.16), C2"’-C6"™ (128.0: 7.40),
C1"-H5” y H3"b (130.6: 6.88, 3.06), C2-H6' (131.8: 7.76), C4"-H5" y HE”
(157.6: 7.40, 6.89), C9-H8 (157.92: 6.52), C5”-H6” (162.1: 5.93), C7"-H6” (162.1:
5.93), C4'-H5' y HB’ (162.4: 6.97, 7.76), C5-H6 (162.4: 6.21), C7-H6 y H8 (164.2:
6.52, 6.21), C5-H2’, H5' y H6’ (165.4: 8.16, 6.97, 7.76), C4-H3 (182.1: 7.76), C4"-
H3"a, H3"b y H2” (194.3: 2.67, 3.06, 5.41).

Correlaciones observadas en el espectro NOESY del compuesto presente en la
fraccion SS2G2C.

NOESY (5 = ppm): H2'-HB’ y H2" (8.16: 7.76, 7.40), HE'-H5’ (7.76: 6.9694), H2"-
H3" (7.40: 6.89), H6-H8 (6.52: 6.21), H2"-H3"b (5.41: 3.06), H3"a-H3"b (3.06:
2.66).
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Resultados de pruebas de actividad antioxidante, contenido de fenoles
totales y contenido de flavonoides totales en el extracto total de Selaginella
stellata.

Determinacion de actividad antioxidante por atrapamiento del radical DPPH.

En la tabla siguiente se muestran las absorbancias que se midieron para obtener
una curva de calibracion con Trolox® a diferentes concentraciones; se descartaron

algunos resultados para una mayor precision.

Tabla 4: Absorbancias de las disoluciones de Trolox® con DPPH para obtener una
curva de calibracion concentracion vs absorbancia.

Blanco | Blanco | Conc Control
UM
- - 1.95 3.91 7.81 15.63 | 31.25 | 62.50 | 125.00 | 250.00 | 500.00

A | 0439 0.488 - 0.480 | 0.471 0.449 | 0.401 | 0.350 | 0.120 0.070 0.069 -

B | 0.438 0.492 0.494 0.487 0.476 0.450 0.403 | 0.338 0.118 0.069 0.069 0.040
C | 0.453 0499 | 0.491 | 0482 | 0.476 | 0.455 - 0.348 | 0.122 0.071 0.070 0.040
D | 0.449 0.500 0.501 0.489 0.482 - - - - 0.070 0.071 0.041
E | 0437 0.497 | 0.496 | 0.491 0.485 | 0.445 | 0.401 | 0.340 | 0.121 0.071 0.068 0.041
F | 0435 0489 | 0.489 | 0477 - - - - - 0.068 - 0.042
G | 0437 0.488 0.475 0.473 0.462 0.440 0.384 | 0.329 0.118 0.069 0.068 0.040
H | 0.420 - - 0.465 - 0.439 | 0.381 - - 0.068 - 0.041
(-) valores fuera de rango.

A continuacidn, se presenta una tabla que muestra los resultados promedio de las

absorbancias para cada dilucion de Trolox®.

Tabla 5: Absorbancias promedio vs concentraciones de Trolox®? de cada
disolucién.

Conc. 1.95 3.91 7.81 15.63 31.25 62.50 125.00 250.00 500.00

Abs. | 0.439 0.493 0.491 0.481 0.475 0.446 0.394 0.341 0.120 0.070 0.069 0.041

En la tabla siguiente, se presentan los porcentajes de inhibicion correspondientes

a cada dilucion, fueron descartados algunos resultados para una mayor precision.

Tabla 6: Concentracion de Trolox® vs porcentaje de inhibicidon del radical DPPH.

Conc. uM 1.95 3.91 7.81 | 15.63 | 31.25 - 125.00 - -

Abs. 0.46 2.59 3.64 9.52 20.13 - 75.71 - -

(-) valores fuera de rango.
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En la grafica 1 se presenta la curva de calibracién.
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Grafica 1: Curva de calibracion del porcentaje de inhibicidon del radical DPPH con
una disolucion de Trolox®.

Con los resultados de las absorbancias de las diluciones del extracto total se
determind que el porcentaje de inhibicion del radical DPPH fue de 850.86 umol de

Trolox®/ g de extracto lo que corresponde a un porcentaje de inhibicion de 56.05%.

Estimacion del contenido de compuestos fendlicos totales con el reactivo de
Folin-Ciocalteu en el extracto total.

A continuacion, se presentan los resultados de las absorbancias que se
observaron para las diluciones a distintas concentraciones de acido galico con el
reactivo de Folin-Ciocalteu, algunas absorbancias se descartaron para obtener

una curva mas precisa.

Tabla 7: Absorbancias a distintas concentraciones de las disoluciones de acido
galico con el reactivo de Folin-Ciocalteu.

Conc.
Blanco | Blanco | 0,39 | 0.78 | 1.56 | 3.13 | 6.25 | 12.50 | 25.00 | 50.00 | 100.00 | 200.00
A 0.088 0.075 - 0.083 - - - - - 0.437 - 1.546
B 0.083 0.077 | 0.079 - 0.085 | 0.104 | 0.131 | 0.164 0.253 0.431 - 1.566
C - 0.079 | 0.081 - - 0.096 | 0.124 | 0.179 0.255 0.463 0.837 1.495
D 0.084 | 0.075 | 0.077 | 0.084 | 0.092 | 0.109 - - - - 0.815 1.526
E - 0.078 | 0.079 | 0.083 | 0.093 | 0.105 | 0.121 | 0.174 0.284 0.459 - -
F 0.089 - 0.080 | 0.086 - - 0.127 - 0.257 0.462 0.860 -
G 0.088 0.078 | 0.078 | 0.087 | 0.092 - 0.128 | 0.190 0.281 - 0.863 -
H 0.088 0.074 - 0.085 | 0.091 | 0.100 | 0.128 | 0.181 0.268 0.476 0.835 1.489

(-) valores fuera de rango.
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A continuacién, se presentan los datos de absorbancia promedio de las diluciones

de acido galico con el reactivo de Folin-Ciocalteu.

Tabla 8: Absorbancias promedio de las diluciones en el espectrofotometro vs
concentracion de acido galico.

Conc.y M 0.39 0.78 1.56 3.13 6.25 12.50 25.00 | 50.00 | 100.00 | 200.00

Abs. Prom. 0.002 0.008 | 0.014 | 0.026 0.050 0.101 0.190 | 0.378 | 0.765 1.448

En la tabla 9 se presentan los datos de absorbancia correspondientes a cada
dilucion con las concentraciones de acido galico de cada una de ellas. Con estos

datos se obtuvo la curva de calibracion.

Tabla 9: Absorbancias de las diluciones de acido galico vs concentraciones.

Conc. Mm 0.39 0.78 1.56 3.13 6.25 12,50 | 25.00 | 50.00 | 100.00 | 200.00

Abs. 0.002 | 0.008 | 0.014 | 0.026 | 0.050 | 0.101 | 0.190 | 0.378 0.765 1.448

En la grafica 2 se presenta la cueva de calibracion obtenida para las diluciones de

acido galico con el reactivo de Folin-Ciocalteu.
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Grafica 2: Curva de calibracién de acido galico con el reactivo de Folin-Ciocalteu.

Con los datos de absorbancia de las diluciones del extracto total con el reactivo de
Folin-Ciocalteu se calculé un contenido de compuestos fendlicos en este extracto

de 42.61 mg eq. de AG/ g del extracto.
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Estimacion del contenido de flavonoides totales en el extracto total.

En la tabla 10 se presentan las absorbancias que se observaron en el
espectrofotometro para las disoluciones de quercetina con AICI3, algunos

resultados fueron descartados con el fin de obtener resultados mas precisos.

Tabla 10: Datos de absorbancia de las diluciones de quercetina con AICI3 y sus
respectivas concentraciones.

Conc. Ppm

Blanco Blanco 0.39 0.78 1.56 3.125 6.25 12.5 25
A 0.049 0.046 0.05 0.053 0.062 0.076 0.112 0.163 0.286
B 0.045 0.046 0.054 0.056 0.063 0.076 0.101 0.163 0.272
C 0.045 0.05 0.051 0.054 0.062 0.074 0.101 0.165 -
D 0.045 0.046 0.052 0.056 0.068 0.085 0.117 0.199 0.309
E 0.046 0.046 0.057 0.057 0.068 0.085 - - 0.309
F 0.048 0.049 0.054 0.058 0.069 - 0.127 - 0.278
G 0.046 0.048 0.053 0.057 0.065 0.083 0.113 0.178 -
H 0.045 0.045 0.051 0.054 0.066 0.081 0.112 0.183 0.282

(-) valores fuera de rango.

En la tabla 11 se presentan las absorbancias promedio de las diluciones obtenidas

y sus respectivas concentraciones.

Tabla 11: Absorbancias promedio de las diluciones vs concentraciones de las
diluciones (ppm).

Conc. (pm) - - 0.39 0.78 1.56 |3.125 | 6.25 12.5 25

Abs. 0.046 0.047 | 0.053 | 0.056 | 0.065 | 0.08 | 0.112 | 0.175 | 0.289

En la tabla 12 se presentan las absorbancias resultantes de las diluciones de
quercetina con AICls y las respectivas concentraciones obtenidas. Con estos datos
fue posible obtener la curva de calibracidn en donde se representa al contenido de

flavonoides en cada concentracion (grafica 3).

Tabla 12: Concentraciones de las diluciones de quercetina vs absorbancias
resultantes de las diluciones.

Conc. (ppm) - - 0.39 | 0.78 | 1.56 | 3.125 | 6.25 | 12.5 25

Abs. 0.007 0.010 | 0.019 | 0.034 | 0.066 | 0.129 | 0.243 | 0.007 | 0.010
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Grafica 3: Curva de calibracién, concentracion de quercetina vs. Absorbancia de
las diluciones.

Con los datos de las absorbancias de las diluciones del extracto total con AICI3 se
logré determinar el contenido de flavonoides en el extracto de 18.53 mg eq de

Quercetina/ g de extracto.

Resultados obtenidos en el ensayo de inhibiciéon de la enzima
acetilcolinesterasa
En la tabla 13 se presentan los datos de absorbancia a 412 nm obtenidos de todas
las disoluciones preparadas en el ensayo. Las claves asignadas a los extractos y
fracciones fueron las siguientes: Extracto total de la planta SSECLM, fraccién de
AcOEt SSFACE, fraccion formada por MeOH-H20 8:2 SSFMEW, se mantuvieron
las mismas claves para los compuestos aislados. Como blanco se utilizaron
disoluciones a las que no se les agregd enzima y disoluciones a las que no se les
agregd muestra. Los resultados obtenidos fueron comparados con los obtenidos

para una disolucion de eserina con concentracion de 0.003 pg/mL.
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Tabla 13: Datos de absorbancia a 412 nm de las disoluciones obtenidas vs

concentraciones de las muestras evaluadas.

Sin enzima
A B C D

Sin muestra 0.055 0.500 0.514 0.512

Muestra Concentracion Sin muestra
SSECLM 1 pg/mL 0.059 0.492 0.468 0.437
SSECLM 10 pg/mL 0.077 0.448 0.476 0.473
SSECLM 100 pg/mL 0.246 0.577 0.596 0.594
SSFACE 1 pg/mL 0.061 0.378 0.381 0.359
SSFACE 10 pg/mL 0.076 0.391 0.366 0.365
SSFACE 100 pg/mL 0.242 0.524 0.542 0.529
SSFMEW 1 yg/mL 0.057 0.322 0.320 0.393
SSFNEW 10 pg/mL 0.058 0.334 0.350 0.359
SSFMEW 100 pg/mL 0.086 0.384 0.391 0.396
Compuesto 1 1 pg/mL 0.060 0.454 0.444 0.436
Compuesto 1 10 pg/mL 0.078 0.492 0.493 0.475
Compuesto 1 100 ug/mL 0.231 0.617 0.633 0.385
Compuesto 2 1 pg/mL 0.062 0.366 0.373 0.375
Compuesto 2 10 pg/mL 0.089 0.447 0.448 0.455
Compuesto 2 100 pg/mL 0.434 0.807 0.880 0.849
Compuesto 3 1 pg/mL 0.059 0.406 0.465 0.452
Compuesto 3 10 pg/mL 0.104 0.442 0.439 0.436
Compuesto 3 100 ug/mL 0.369 0.642 0.647 0.652
Eserina 0.003 pg/mL 0.081 0.315 0.327 0.391

Donde: SSECLM corresponde al extracto total, SSFACE corresponde a la fraccion de AcOEt y
SSMEW corresponde a la fraccion remante de MeOH-H20, compuesto 1: 7-O-metil 2”,3"-
dihidroisocriptomerina, compuesto 2: amentoflavona, compuesto 3: 2”,3”-dihidroamentoflavona.

En la tabla 14 se presentan los porcentajes de inhibicidon con respecto a las

concentraciones de muestra en las disoluciones y sus datos de absorbancia,
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Tabla 14: Porcentajes de inhibicion de la enzima acetilcolinesterasa, absorbancias
y concentracion de las muestras.

Muestras Concentracion (pg/mL) D.0.412 nm % de inhibicion
Sin muestra - 0.454 -

SSECLM 1 0.407 10.36
SSECLM 10 0.389 14.33
SSECLM 100 0.343 24.39
SSFACE 1 0.312 31.30
SSFACE 10 0.298 34.31
SSFACE 100 0.290 36.15
SSFMEW 1 0.255 43.86
SSFMEW 10 0.295 35.05
SSFMEW 100 0.304 32.92
Compuesto 1 1 0.385 15.21
Compuesto 1 10 0.409 9.92
Compuesto 1 100 0.381 16.09
Compuesto 2 1 0.309 31.89
Compuesto 2 10 0.361 20.43
Compuesto 2 100 0.411 9.33
Compuesto 3 1 0.382 15.80
Compuesto 3 10 0.335 26.16
Compuesto 3 100 0.278 38.72
Eserina 0.003 0.230 49.30

Donde: SSECLM corresponde al extracto total, SSFACE corresponde a la fraccion de AcOEt y
SSMEW corresponde a la fraccion remante de MeOH-H20, compuesto 1: 7-O-metil 27,3"-

dihidroisocriptomerina, compuesto 2: amentoflavona, compuesto 3: 2”,3”-dihidroamentoflavona.
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10)ANALISIS DE RESULTADOS.

Espectro de infrarrojo obtenido del precipitado formado durante la
extraccion.
De acuerdo a la informacion que se puede obtener con el espectro de IR sobre los
compuesto que se encuentran en la mezcla del sélido que precipitd en la
extraccion se pude ver que hay grupos carbonilo que estan a,B3-insaturados y que
ademas el oxigeno del grupo carbonilo se encuentra interactuando el hidrogeno de
un grupo hidroxilo por medio de un enlace de hidrogeno, esto se observa al
encontrar dos bandas de absorcidn intensas y ensanchadas en 1645 y 1607 cm™’
que aparece debido al estiramiento del enlace C=0. También es posible saber que
hay grupos hidroxilo en donde el hidrégeno esta enlazado a un grupo carbonilo por
medio de un puente de hidrégeno debido a que hay una banda de absorcion
ancha en 3060 cm', esta banda surge debido al estiramiento del enlace O-H. Con
el espectro también es posible observar que hay grupos hidroxilo que se
encuentran unidos a anillos aromaticos, esto debido a la presencia de dos bandas
que se encuentran en 1300 y 1169 cm™' que se generan debido al estiramiento del
enlace C-O que esta acoplado con el doblamiento del enlace O-H. Es posible ver
que en las moléculas presentes en esta mezcla existen aril-alquil éteres debido a
que en el espectro aparece una banda que se encuentra en 1244 cm™' y surge
debido al estiramiento asimétrico de los enlaces en C-O-C. Se puede observar que
en la mezcla hay éteres vinilicos, esto debido a que se observa una banda en
1219 cm™' que aparece debido al estiramiento asimétrico de los enlaces C-O-C.
Tanto la presencia de aril-alquil éteres como la presencia de éteres vinilicos se
puede asegurar debido a que se presentan bandas de baja intensidad en la region
de 1075-1020 cm™' que surgen debido al estiramiento simétrico de los enlaces C-
O-C. En el espectro también es posible observar una banda de absorcién de
intensidad moderada a una frecuencia de 832 cm-!, esta banda se presenta
debido al doblamiento fuera de fase de los enlaces C-H acoplados entre si de un
anillo aromatico. Se observan dos bandas de absorcién en 2917 y 2849 cm'
correspondientes al estiramiento asimétrico y simétrico de los enlaces C-H de

grupos metilos (Silverstein, 2005).
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Elucidacion estructural de los compuestos aislados.
Compuesto 1: 7-O-metil 2°,3”’-dihidroisocriptomerina:

En el espectro de RMN-'H (Espectro 2) se observan dos sefiales con un
desplazamiento quimico de 13.10 y 12.14 ppm las cuales corresponden a los
hidrégenos de los grupos hidroxilo unidos a los carbonos 5 y 5” de un biflavonoide;
el desplazamiento a campo bajo indica que estos hidrogenos se encuentran
interactuando por medio de un enlace de hidrogeno con los oxigenos de los
grupos carbonilo vecinos. En la region de los hidrogenos unidos a anillos
aromaticos se pueden observar dos sistemas de sefales A2X2 que denotan la
presencia de dos anillos bencénicos sustituidos en posicidn para, los las cuales
corresponden a los hidrégenos unidos a los anillos B de cada unidad de flavonoide
(H-2’, H-3’, H-5", H-6’ y H-2"", H-3"”, H-5"” y H-6’""). Estas sefiales dan evidencia de
que el biflavonoide es del tipo Il (Esquema 11) en el cual la uniéon entre los
flavonoides existe a través de un enlace de tipo éter. En esta region también se
pueden observar las sefiales de los hidrégenos unidos a los anillos Ay C de la
flavona (H-6 y H-8). En 5.54 ppm se encuentra un doble de dobles que
corresponde al hidrégeno unido al carbono 2”. Se observan dos singuletes en 3.85
y 3.96 ppm, estas sefiales corresponden a los hidrégenos de los grupos metoxilo
que se encuentran unidos a los carbonos 7 y 7” respectivamente. Por ultimo, se
observan dos sefales de un metileno, que son de los hidrégenos unidos al

carbono 3” en 3.30 y 2.83 ppm.

En el espectro de RMN-'3C (Espectro 3) se observan dos sefales en 196.7 y
182.6 ppm que corresponden a los carbonos de los grupos carbonilo; las sefales
se encuentran separadas una de la otra debido a que el ambiente electronico para
ambos carbonos es distinto ya que uno de estos carbonos se encuentra en
posicion alfa a un doble enlace (C-4). A campo mas alto se pueden observar
sefales de los carbonos cuaternarios de anillos aromaticos que estan enlazados a
un atomo de oxigeno (153.5 a 168.1 ppm). También es posible encontrar a las
sefales de los carbonos aromaticos cuaternarios unidos a otros atomos de
carbono (105.8, 126.2, 122.3, 132.3 ppm, de C-10, C-10", C-1’ y C-1"") y a los
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carbonos de anillos aromaticos que estan sustituidos por hidrogenos (91.5, 93.8.,
94.7, 114.9, 116.1, 128.1, 128.6 ppm, de C-8”, C-8, C-6, C-3",5"", C-3,5, C-
2”6”7, C-2',6’). Se encuentra una sefal en 79.0 ppm que corresponde al C-2".
También se pueden encontrar dos senales que corresponden a los carbonos de
los grupos metoxilo unidos a los carbonos 7y 7” en 56.2 y 55.4 ppm. En 42.6 ppm

es posible observar una sefal que corresponde al carbono en 3”.

En el experimento COSY (Espectro 4) se pueden observar correlaciones entre los
hidrégenos de los anillos B de cada flavonoide y correlaciones entre los

hidrogenos unidos a los carbonos alifaticos 2” y 3” (Esquema 13).

Esquema 13: Correlaciones observadas en el experimento COSY.

Por medio del experimento HSQC (Espectro 5) es posible ver que hay 16
carbonos que estan sustituidos con hidrogenos. Ademas, fue posible identificar a
los carbonos e hidrégenos de los grupos metoxilo y los hidrogenos que se

encuentran unidos a los carbonos 2” y 3.

El experimento HMBC (Espectro 6) fue de gran ayuda para llevar a cabo la
asignacion de las sefiales a los carbonos e hidrégenos presentes en la molécula.
En este espectro es posible observar las correlaciones que dan informacién de la
posicion de los grupos metoxilo También es posible obtener informacion de la

conectividad de los anillos en cada flavonoide. Ademas, se puede ver la relacidon
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que existe entre los hidrégenos y carbonos en las posiciones 2” y 3” del anillo C

de la flavanona, una subunidad del compuesto (Esquema 14).

OH

Esquema 14: Correlaciones observadas en el experimento HMBC.

En el experimento NOESY (Espectro 7) es posible observar las correlaciones en el
espacio que existen entre hidrogenos que se encuentran cercanos en la molécula;
sorprendentemente, se observan correlaciones entre el hidrogeno H-2' con el
hidrogeno H-8” y de H-8” con el H-2"”, ademas de la correlacion entre H-3’ con los
hidrogenos del metoxilo unido a C-7”. Las correlaciones observadas nos dan

informacion del arreglo tridimensional de la molécula (Esquema 15).

Esquema 15: Correlaciones observadas en el experimento NOESY.
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Los resultados de los experimentos obtenidos en los espectros de RMN fueron
comparados con los presentados por Chen (2005). De acuerdo con este analisis,
el compuesto fue identificado como 2”-3”-dihidroisocriptomerina-7-O-metil éter
(esquema 16). Este biflavonoide fue aislado por primera vez de Selaginella
delicatula y fue evaluado por su actividad citotoxica en contra de células de
leucemia linfocitica de raton (P-388) y células de carcinoma de colon humano (HT-
29). En ese experimento se pudo ver que el compuesto presentd actividad

citotoxica no significativa

Esquema 16: Estructura de 7-O-metil-2”,3”-dihidroisocriptomerina (Compuesto 1).
Compuesto 2: Amentoflavona, compuesto 3: 2°,3”’-dihidroamentoflavona:

En el espectro de RMN-'H del compuesto 2 (Espectro 8) se observan dos sefiales
con un desplazamiento quimico de 13.18 y 13.17 ppm, y una sefal en 13.11 ppm
en el espectro del compuesto 3 (Espectro 14), estas sefiales corresponden a los
hidrogenos de los grupos hidroxilo unidos a los carbonos C5 y C5”, la aparicion de
estas sefales a campo bajo se debe a que estos hidrégenos estan interactuando p
con los oxigenos de los carbonilos vecinos por medio de enlaces de hidrogeno. En
la region de los protones de los anillos aromaticos se puede observar en ambos
espectros, una serie de sefales correspondientes a un sistema ABX para un anillo
aromatico trisustituido en las posiciones 1,3 y 4, en 8.27 ppm (d, J 2.4 Hz, Hx=H-
2’), 7.09 (d, J 8.6, HA=H-5') y 7.91 ppm (dd, 8.7, J 2.4 Hz, Hs=H-6’) para el caso
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del compuesto 2 y en 8.16 ppm (d, J 2.4 Hz, Hx=H-2"), 7.76 ppm (dd, J 2.44, 2.48,
8.62 Hz, Ha=H-6’) y 6,97 ppm (d, J 8.6 Hz, He=H-5’) para el caso del compuesto 3;
ademas, otras dos sefales dobles correspondientes a un sistema A2-Xo,
integrando cada una para dos hidrégenos, en el compuesto 2 (H-2’, H-6"" y H-3"”,
H-5")en 6.73 ppmy (d, J8.8 Hz, H-3” y 5”)en 7.0 ppm (d, J 8.8 Hz, H-2"" y §””)
y en el compuesto 3 en los desplazamientos 6.89 ppm (d, J 8.56 Hz, H-3",5") y
7.40 ppm (d, J 8.52 Hz, H-2"” y H-6’"); lo anterior, indica que la estructura de la
molécula corresponde a un biflavonoide de tipo |. Los dobletes presentes en 6.41 y
6.21 ppm en el espectro del compuesto 2y 6.21 y 6.52 ppm en el del compuesto 3
corresponden a dos hidréogenos acoplados entre si en posicidon meta del anillo A.
Cabe mencionar que en el espectro del compuesto 2 sdlo son evidentes sefales
en la region de los anillos aromaticos mientras que en el espectro del compuesto 3
se observa un doble de dobles presente en 541 ppm que corresponde al
hidrégeno del carbono 2”, de la subunidad de flavanona. Las sefiales que se
encuentran en 3.06 y 2.67 ppm corresponde a los hidrégenos de C-3” de la

subunidad de flavanona.

En el espectro de RMN-'3C del compuesto 2 (Espectro 9) se observa que las
sefales correspondientes a los carbonos de los dos grupos carbonilo estan muy
cercanas una de la otra lo cual indica que se encuentran dentro de un ambiente
electronico similar mientras que en el espectro del compuesto 3 (Espectro 15) se
observa que estas sefales se encuentran separadas una de la otra (194. 3y 182.1
ppm) debido a la diferencias en el ambiente electrénico de los carbonos
adyacentes. En la region que va de 175 a 150 ppm de ambos espectros se
encuentran las sefiales correspondientes a los carbonos cuaternarios aromaticos
unidos a atomos de oxigeno. En la region comprendida entre 135 y 90 ppm de
ambos espectros se encuentran las sefiales correspondientes a los carbonos
cuaternarios unidos a otros carbonos y a los carbonos sustituidos por atomos de
hidrogeno. Las sefiales presentes en 428 y 78.4 ppm corresponden a los

carbonos C-2" y C-3” en la subunidad de la flavanona del compuesto 3.
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En el experimento HSQC (Espectro 11) del compuesto 2 se puede observar que
en la molécula existen 12 carbonos sustituidos por hidrogeno, todos de tipo Sp2
mientras que en el caso del compuesto 3 (Espectro 17), hay 13 carbonos
sustituidos por hidrégeno, de los cuales la sefal correspondiente al C3” esta
correlacionad a con dos sefiales presentes en 2.67 y 3.06 ppm del espectro de
RMN-H-" indicando la presencia de un grupo metileno alifatico. En el experimento
COSY del compuesto 2 (Espectro 10), se pueden observar las correlaciones entre
los hidrogenos de los anillos aromaticos (Esquema 17), en el experimento COSY
del compuesto 3 (Espectro 16) se observan las correlaciones entre los protones

unidos a C-3” y el proton del metino en C-2".

(2) (3)

Esquema 17: Correlaciones observadas en el experimento COSY de los
compuestos 2y 3.

El experimento HMBC (Espectros 12 y 18) de ambos compuestos fue de gran
ayuda para asignar los desplazamientos de cada uno de los carbonos y protones
que se encuentran en las moléculas. Entre las correlaciones mas importantes, se
observa la que existe entre el protéon unido al carbono 2’ y el C-8” lo que indica
que el enlace entre los flavonoides se encuentra entre C3’ y C8”, con esto, se
confirma que los biflavonoides 2 y 3 son de tipo amentoflavona. Ademas en el
experimento del compuesto 3 es posible observar la interacciéon entre el C2” con

uno de los protones unidos a C3” (Esquema 18).
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O O (2) (o] OH (3)

Esquema 18: Correlaciones observadas en el experimento HMBC de los
compuestos 2y 3.

En los experimentos NOESY de los compuestos 2 y 3 (Espectros 13 y 19) se
puede notar que el proton H2' esta cerca del protdn unido a C2” mientras que el
protén unido a C2’ esta cerca del protdon en C3. Estas evidencias proporcionan

informacion del arreglo tridimensional de las moléculas (Esquema 19).

(2) (3)

Esquema 19: Correlaciones observadas en los experimentos NOESY de los
compuestos 2y 3.
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Compuesto 2: Amentoflavona.

Los resultados obtenidos en los espectros de RMN fueron comparados con los
obtenidos por Lara (2014), con lo que fue posible identificar al compuesto 2 como
amentoflavona. Este biflavonoide se ha encontrado como compuesto mayoritario
en practicamente todas las selaginelas que han sido estudiadas. La
amentoflavona aislada a partir de Selaginella tamariscina indujo la relajacion del
musculo liso vascular por medio de la sefializacién de la via nitrérgica del cGMP
ciclico del endotelio dependiente del 6xido nitrico con posible implicacion de
canales no especificos de K* y Ca?* (Kang et al., 2004).

En otro estudio en donde la amentoflavona fue evaluada por su actividad
antitumoral en contra de lineas celulares de cancer de ovario SKOV3 y OVACAR-
3, se pudo observar que el compuesto, de forma significativa logré suprimir la
proliferacion de las células al inducir su apoptosis y bloquear la progresion del
ciclo celular; en términos mecanisticos, se pudo observar que la regulacién
negativa de la proteina quinasa 2 en la fase S del ciclo, contribuyé a la actividad
antitumoral de la amentoflavona. También fue posible observar que el compuesto
reprimio la expresion del Skp2 por medio de la sefalizacion de ROS/AMPK/mTOR
(Liu et al., 2017).

Esquema 20: Estructura de la amentoflavona (Compuesto 2).
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Compuesto 3: 2”,3’-dihidroamentoflavona.

De acuerdo con los resultados obtenidos en los experimentos de RMN se
determind que el compuesto 3 corresponde a la 2”,3”-dihidroamentoflavona. Este
compuesto fue aislado por primera vez de los frutos de Schinus terebinthifolius
Rabbi (Anacardiaceae) (Skopp et al., 1986), sin embargo, también ha sido
encontrado en otras selaginelas como en S. bryopteris (Swamy et al., 2006), S.
remotifolia, S uncinata en donde el compuesto presenté un efecto protector
particularmente significativo en contra de la anoxia (Jun-Xia et al., 2011) y a partir
de S. tamariscina en donde el compuesto presenté actividad inhibitoria significativa
de la enzima epdxido hidrolasa que convierte a los acidos eicosatriendicos en

acidos dihidroxieicosatriendicos (Hang et al., 2015).

Esquema 21: Estructura de la 2”,3”-dihidroamentoflavona (Compuesto 3).

Resultados obtenidos en las pruebas de actividad antioxidante, contenido de
fenoles y contenido de flavonoides del extracto total de Selaginella stellata.
De acuerdo con los resultados que se obtuvieron en estas pruebas, se puede
afirmar que el extracto presenta actividad antioxidante moderada, la presencia de
actividad se debe, principalmente, al contenido de compuestos fendlicos que se
pudieran encontrar en mayor proporcion en la fraccion de MeO-H20. Se han

realizado estudios de actividad antioxidante con las infusiones, extractos acuosos
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y otros extractos polares de otras especies de selaginelas en donde se han
obtenido buenos resultados (Sha et al., 2005, Chai et al., 2012, Gayathri, et al.,
2005) y también se han evaluado compuestos fendlicos aislados a partir de otros
miembros del género Selaginella los cuales también han presentado buena
actividad antioxidante (Wang-Hu et al., 2010, Arimboor et al., 2011).

Casi todos los compuestos fendlicos presentan actividad antioxidante ya que
inhiben la peroxidacién de lipidos al remover a los radicales peréxido. También
son capaces de atrapar a otros radicales como OHe, NO2¢, N2O3, ONOOH y HOCI,
pueden disminuir los niveles de peroxidaciéon inducidos por las proteinas heme al
atrapar a los radicales ferrilo. Algunos compuestos fendlicos, especialmente los
que tienen dos o tres grupos hidroxilo, reaccionan con el radical O2". Los
compuestos fenadlicos que contienen dos grupos OH adyacentes pueden enlazarse
con los iones de metales de transicion y transformarlos en sustancias poco activas
en la promocién de reacciones de radicales libres. Se ha visto que la capacidad
antioxidante in vitro de los compuestos fendlicos esta relacionada con la cantidad

de grupos OH y la posicion en la que se encuentran (Haliwell et al. 2015).

Existen otros estudios en donde se ha evaluado la actividad antioxidante de los
biflavonoides en donde se ha visto que algunos presentan actividad, sin embargo,
éstos han resultado menos activos que los flavonoides, utilizados como
estandares positivos en estas pruebas (Aguilar, 2015, Alves et al. 2018, Silva et
al., 2017, Zhang et al., 2011).

Inhibicion de actividad de la enzima acetilcolinesterasa

En los resultados que se obtuvieron con respecto al porcentaje de inhibicion de la
enzima acetilcolinesterasa (Tabla 14), se pudo observar que, la capacidad
inhibitoria de algunas muestras aumentaba dependiendo de la concentracion, sin
embargo, en otras, la capacidad inhibitoria disminuia conforme aumentaba la
concentracion, esto se pudo deber al aumento en la concentracion de los
compuestos que antagonizan a los activos y a que realmente los compuestos

presentes en las fracciones que presentaron tal efecto, eran practicamente
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inactivos. Fue posible observar que la capacidad inhibitoria de las muestras que se
evaluaron fueron significativamente mas bajas que la de eserina (control positivo),
se considera que hubo un poco de actividad inhibitoria por parte de las fracciones
obtenidas con AcOEt, con MeOH-H20 8:2 y con el compuesto 3, la 2”,3"-
dihidroamentoflavona. Los resultados obtenidos con las fracciones pueden
deberse a las multiples contribuciones de los compuestos presentes en ellas,
especialmente, a los de mayor polaridad; como compuestos fendlicos debido a
que la fraccion obtenida con MeOH-H20 8:2 tuvo el porcentaje de inhibicion mas
alto; la probable presencia de alcaloides en la fraccion de AcOEt (Wang et al.,
2009) pudo haber contribuido a la inhibicion. Se ha observado que los extractos
polares de S. delicatula han logrado inhibir la actividad de la enzima
acetilcolinesterasa (Girish et al., 2012). Este es el primer reporte con respecto a
ensayos de inhibicion de la acetilcolinesterasa con la 2”,3”-dihidroamentoflavona.
Ademas, se ha evaluado la capacidad para inhibir a la enzima acetilcolinesterasa
de compuestos fendlicos, alcaloides y extractos obtenidos de otras plantas en

donde se han obtenido resultados significativos (Khatoon et al.,, 2018).
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11)CONCLUSIONES.

En este trabajo se realizé un estudio fitoquimico con la especie Selaginella stellata
Spring de donde fueron aislados tres biflavonoides, uno de tipo hinokiflavona y dos
de tipo amentoflavona que ya se han reportado en otras especies de Selaginella.
Este es el primer trabajo en el que se provee informacién referente a la
composicién quimica de esta especie, lo que va a contribuir al conocimiento del

perfil quimico de las especies del género Selaginella.

La capacidad antioxidante que presento el extracto total de la planta determinado
por el método de atrapamiento del radical DPPH se debié principalmente a la
presencia de compuestos fendlicos que fueron determinados mediante la
estimacion del contenido de compuestos fendlicos con el reactivo de Folin-

Ciocalteu.

Con respecto a la capacidad inhibitoria de la enzima acetilcolinesterasa, se puede
considerar que es muy baja a pesar de los resultados obtenidos con las fracciones
de MeOH, de AcOEt y del compuesto 3. La capacidad para inhibir la actividad
enzimatica del extracto total, de la amentoflavona (2) y de la 7-O-metil 2”,3"-

dihidroisocriptomerina (1) es nula.
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Espectro 1: Espectro de IR del precipitado formado durante la extraccion.
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Espectro 2: Espectro de RMN-'H del compuesto 1, 7-O-metiléter 2”,3”-dihidroisocriptomerina.
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Espectro 3: Espectro de RMN-'3C del compuesto 1, 7-O-metil 2”,3”-dihidroisocriptomerina.
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Espectro 4: Espectro COSY del compuesto 7-O-metil 2”,3”-dihiroisocriptomerina (1).
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Espectro 5: Espectro HSQC del compuesto 7-O-metil 2”,3”-dihidroisocriptomerina (1).
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Espectro 6: Espectro HMBC del compuesto 7-O-metil 2”,3”-dihidroisocriptomerina (1).
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Espectro 7: Espectro NOESY del compuesto 7-O-metil 2”,3”-
dihidroisocriptomerina (1).
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Espectro 8: Espectro de RMN-'H de la amentoflavona (2).
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Espectro 9: Espectro de RMN-'3C de la amentoflavona (2).
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Espectro 10: Espectro COSY de la amentoflavona (2).
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Espectro 11: Espectro HSQC de la amentoflavona (2).
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Espectro 12: Espectro HMBC de la amentoflavona (2).
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Espectro 13: Espectro NOESY de la amentoflavona (2).
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Espectro 14: Espectro del compuesto 2”,3”-dihidroamentoflavona (3).
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Espectro 15: Espectro de RMN-"3C del compuesto 2”,3”-dihidroamentoflavona (3).
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Espectro 16: Espectro COSY del compuesto 2”,3”-dihidroamentoflavona (3).
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Espectro 17: Espectro HSQC del compuesto 2”,3”-dihidroamentoflavona (3).
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Fraccion 18: Espectro HMBC del compuesto 2”,3”-dihidroamentoflavona (3).
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Espectro 19: Espectro NOESY del compuesto 2”,3”-dihidroamentoflavona (3).
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