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Resumen y Abstract Xl

Resumen

En el presente documento se presentan los resultados del estudio fitoquimico y de
actividad biolégica del extracto etandlico de raiz de Zanthoxylum caribaeum (Rutaceae) y
la obtencion de metabolitos secundarios con posible actividad neuroprotectora aplicable

en el tratamiento de la enfermedad de Alzheimer.

Para el estudio fitoquimico biodirigido se usaron métodos de extraccion y purificacion
clasicos como la extraccion liquido — liquido (usando solventes de polaridad creciente:
hexano, acetato de etilo, butanol y agua), cromatografia en columna y seguimiento de
pureza por cromatografia en capa delgada, mientras que los métodos de caracterizacién
e identificacion de metabolitos se aplicaron técnicas instrumentales como cromatografia
liquida de alta eficiencia, espectrometria de masas y métodos espectroscépicos como la

resonancia magnética nuclear de hidrogeno y carbono, en una y dos dimensiones.

El estudio de actividad bilégica se planted en dos etapas; la primera por bioatugrafia
directa de seguimiento al proceso de extraccion y purificacion del extracto crudo, facciones
y compuestos puros usando DPPH y B-Caroteno para evaluar el potencial antioxidante y
Acetilcolinesterasa para evaluar el potencial inhibitorio de la encima; de esta manera se
pretendié orientar la purificacion hacia la obtencion de metabolitos secundarios con
capacidad inhibitoria de la encima y/o actividad antioxidante o captadores de radicales
libres ya que estas dos propiedades han sido asociadas a la pérdida de las capacidades
cognitivas de las personas que padecen el sindrome de Alzheimer. Adicionalmente se

incluy6 el reactivo de Dragendorff, con el fin de establecer que fracciones contenian
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metabolitos tipo alcaloide, ya que se ha evidenciado que estas moléculas presentan

actividad neuroprotectora.

En la segunda etapa del estudio biolégico permitid evalué de forma cuantitativa la
capacidad antioxidante y anticolinérgica de las fracciones principales procedentes de la
particion con solventes y de los metabolitos aislados aplicando métodos colorimétricos en
microdilucion usando Fisostigmina como control positivo para la actividad acticolinergica y
Quercetina para la actividad antioxidante; en los casos en los que fue posible, se calculd
la 1Cso.

Es asi como la purificacion bioguiada condujo al aislamiento y caracterizacién de los
siguientes compuestos: 6,8-dimetoxi-2-H-1-quinolin-2-ona, 3-((1-metilciclopentil) amino)
quinolin-2(1H)-ona, 10A4-ozaxol[3,2-a]quinolina y acido antranilico y la evaluacion de su
posible actividad neuroprotectora, basada en los resultados de actividad antioxidante y
anticolinérgica, demostro que los compuestos de manera individual presentan actividades
antioxidantes medias a bajas y que la actividad anticolinérgica se pierde a medida que se

avanza en la putificacién, siendo mas activas las fracciones que los compuestos puros.

Palabras clave: Alzheimer, Antioxidante, Colinesterazas, Metabolitos Secundarios,

Neuroproteccion, Zanthoxylum caribaeum, Rutaceae.



Resumen y Abstract Xl

Abstract

The present document presents the results of the phytochemical and biological activity
study of the ethanolic extract of the root of Zanthoxylum caribacum (Rutaceae) and the
obtaining of secondary metabolites with possible neuroprotective activity applicable in the
treatment of Alzheimer's disease.

For the bio-directed phytochemical study, classic extraction and purification methods were
used such as liquid-liquid extraction (using solvents of increasing polarity: n-hexane, ethyl
acetate, n-butanol and water), column chromatography and purity monitoring by thin layer
chromatography. While the methods of characterization and identification of metabolites
were applied instrumental techniques such as high efficiency liquid chromatography, mass
spectrometry and spectroscopic methods such as nuclear magnetic resonance of hydrogen
and carbon, in one and two dimensions.

The study of biological activity was planned in two stages; the first by direct bioatugraphy
of follow-up to the extraction and purification process of the crude extract, factions and pure
compounds using DPPH and [J-Carotene to evaluate the antioxidant potential and
Acetylcholinesterase to evaluate the inhibitory potential of the enzyme; In this way, it was
intended to orient purification towards obtaining secondary metabolites with inhibitory
capacity of the enzyme and / or antioxidant activity or free radical scavengers since these
two properties have been associated with the loss of cognitive abilities of people who suffer
from Alzheimer's syndrome. Additionally, the Dragendorff reagent was included, in order to
establish which fractions contained alkaloid-like metabolites, since it has been shown that
these molecules have neuroprotective activity. In the second stage of the biological study,
it was possible to quantitatively evaluate the antioxidant and anticholinergic capacity of the
main fractions from the partition with solvents and the isolated metabolites applying
colorimetric methods in microdilution using Physostigmine as a positive control for
acticholinergic activity and Quercetin for the antioxidant activity; In the cases where it was

possible, the ICso was calculated.
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Thus, the bioguided purification led to the isolation and characterization of the following
compounds: 6,8-dimethoxy-2-H-1-quinolin-2-one, 3-((1-methylciclopentil) amino) quinolin-
2(1H)-one, 1004-ozaxol [3,2-a] quinoline and Anthranilic acid and the evaluation of its
possible neuroprotective activity, based on the results of antioxidant and anticholinergic
activity, showed that the compounds individually present medium to low antioxidant
activities and that the anticholinergic activity is lost as the putification progresses, the

fractions being more active than the pure compounds.

Keywords: Alzheimer, Antioxidant, Cholinesterase, Secundary metabolites,

Neuroprotection, Zanthoxylum caribaeum, Rutaceae.
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Introduccion 1

Introduccion

Colombia es el segundo pais mas Biodiverso en cuanto a plantas se refiere, cuenta con
cerca de 45000 especies de plantas vasculares de las cuales han sido identificadas menos
de 30000 (SiB Colombia, 2019) y el numero de estudios fitoquimicos asociados a éstas es
mucho menor. Por otra parte, la fitoterapéutica tradicional es hoy por hoy fuente de
informacion muy valiosa que permite dirigir estudios con fines farmacolégicos particulares

y en muchas regiones de nuestro pais esta tradicion continua vigente.

El género Zanthoxylum es un grupo de plantas perteneciente a la familia Rutaceae; a nivel
mundial se han descrito mas de 200 especies distribuidas principalmente en
Centroamérica y las zonas tropicales del planeta (Puga et al., 2013). En Colombia se
localiza principalmente en la regién andina, caribe y parte de la amazonia (Macias, Cuca,
& Jiménez, 2007).

Los estudios fitoquimicos realizados en muchas especies del género Zanthoxylum
demuestran su alto contenido de metabolitos secundarios entre los que se destacan
alcaloides, terpenos, lignanos, esteroides, cumarinas y flavonoides. Estos metabolitos se
distribuyen en toda la planta, pero se han encontrado en mayores concentraciones en

corteza, raices y hojas (Macias et al., 2007).

En medicina folcldrica, los extractos procedentes de diversos 6rganos de los arboles de
Zanthoxylum han sido usados para combatir entre otras afecciones, la fiebre, el dolor de
muela, la disenteria, diarrea, neumonia, reumatismo, tos, resfriados, bronquitis, asma y
contra la mordedura de serpiente. Dentro de las actividades biolégicas estudiadas se
destaca su citotoxicidad, capacidad antifungica, antibacterial, antitumoral 'y
antiespasmadica; también se ha evaluado su actividad contra la Leishmaniasis (Macias et
al., 2007) (Fernis J. et al., 2016)



Dentro de los metabolitos mas estudiados para el género se destacan los alcaloides, los
cuales han mostrado ser potencialmente efectivos en el tratamiento de algunos sintomas
relativos a enfermedades del sistema nervioso central como el Parkinson y el Alzheimer,
enfermedades con una creciente prevalencia entre individuos con edades superiores a los

65 afnos (Alzheimer’s Disease International, 2018).

El Alzheimer es una de las enfermedades neurodeganerativas mas importantes, afecta
principalmente a adultos mayores y es la causa mas comun de demencia (Alzheimer’s
Disease International, 2018). Dentro de los sintomas mas relevantes que presentan las
personas diagnosticadas con esta afeccion, se pueden contar la pérdida de memoria y la
capacidad de comunicarse, la dificultada para resolver tareas cotidianas y la disminucion
de las habilidades cognitivas, o que conlleva a un deterioro progresivo de la calidad de
vida del individuo y hace necesaria la presencia de un cuidador permanente a su lado. En
las etapas finales de la enfermedad, el dafio en las neuronas es tal que afecta incluso la
capacidad de caminar, de mover las manos e incluso de tragar los alimentos, hasta que

finalmente causa la muerte del individuo (Alzheimer’s Disease International, 2018).

En la actualidad no existe un cura para el Alzheimer, pero se han desarrollado algunos
tratamientos para disminuir los principales sintomas y dentro de estos uno de los mas
comunes es la pérdida de memoria. De acuerdo a multiples investigaciones, la perdida de
la memoria en los pacientes con Alzheimer se debe a la rapida degradacion de la
acetilcolina (neurotransmisor) por accién de la acetilcolinesterasa (Alpizar-Quesada &
Alpizar-Morales, 2003). Los medicamentos aprobados por la FDA son: Razadyne®
(galantamina), Exelon® (rivastigmina) y Aricept® (donepezilo) que actuan bloqueando el
efecto de la encima y por tanto incrementado la cantidad de acetilcolina. Otra de las
hipétesis planteadas se relaciona con la presencia de radicales libres (de oxigeno y
nitrégeno) en el area cerebral causando dafos a nivel mitocondrial que sumado al bloqueo
energético acusado por la beta-amiloide, seria una de las posibles causas de la disfuncion

neuronal caracteristica de la enfermedad de Alzheimer (Bernhardi, 2005).

Dentro de las investigaciones desarrolladas en el grupo de investigacion en Quimica de
Productos Naturales Bioactivos (QuiProNaB) de la Universidad Nacional de Colombia-
Sede Bogota se han adelantado varios trabajos a nivel pregrado, maestria y doctorado
enmarcadas en la familia Rutaceae y particularmente en especies del género Zanthoxylum.

Como producto de dichos estudios se han aislado e identificado diferentes metabolitos



secundarios bioactivos dentro de los cuales se destaca la presencia de alcaloides,
principalmente de tipo isoquinolinico. En la tesis Doctoral realizada en el periodo 2005-
2010, a partir de las especies Z. monophylumy Z. quinduense se aislaron e identificaron 6
alcaloides berberinicos, 5 benzofenantridinicos, 2 bencilisoquinolinicos, 1 alcaloide
isoquinolénico y un nuevo alcaloide derivado de prolina, a los cuales se les determind la
actividad antibacteriana frente a bacterias patégenas, asi como la actividad antiparasitaria
frente a Plasmodium falciparum (Patifio, O et al, 2011). Posteriormente se desarroll6 un
tamizaje con 92 extractos de 49 especies colombianas de las familias Lauraceae,
Rutaceae, Myristicaceae y Piperaceae a los cuales se les determin¢ la actividad inhibitoria
frente a Acetilcolinesterasa y la capacidad captadora de radicales DPPH. Por medio de
este tamizaje se concluy6 que los extractos del género Zanthoxylum presentan la mayor
inhibicién frente a la acetilcolinesterasa y que a su vez presentaron capacidad antioxidante,
encontrando que los compuestos activos corresponden a alcaloides isoquinolinicos
principalmente de tipo berberinico y benzofenantridinico (Plazas et al., 2018). Tomando
como base los resultados previos se planted hacer una seleccién de las especies mas
promisorias y con las especies seleccionadas se realizd un aislamiento dirigido a los
metabolitos secundarios de interés determinando la actividad inhibitoria frente a
colinesterasas asi como anti-agregante y disgregante de oligdémeros de B-amiloide (Plazas
et al., 2018).

Este trabajo hace parte del macroproyecto titulado “BUSQUEDA RACIONAL DE
ALCALOIDES ISOQUINOLINICOS DEL GENERO Zanthoxylum (RUTACEAE) COMO
POSIBLES AGENTES NEUROPROTECTORES PARA EL TRATAMIENTO DE LA
ENFERMEDAD DE ALZHEIMER”, que pretende continuar con los estudios de aislamiento,
identificacion y determinacién del potencial farmacolégico de los alcaloides presentes en
especies del género Zanthoxylum, por medio de busqueda racional de alcaloides
isoquinolinicos con potencial multifuncional en el tratamiento del Alzheimer; esta financiado
por Colciencias proyecto de investigacion CODIGO: 110177758004. En particular, el
presente proyecto busca contribuir al conocimiento fitoquimico de la especie Zanthoxylum
caribeum, a la vez que se evalua la capacidad antioxidante e/o inhibitoria de algunos
metabolitos presentes en el extracto etanolico de raiz aportando resultados que apoyen

los objetivos del proyecto macro al que pertenece.
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Objetivos

Objetivo general:

Obtener metabolitos secundarios a partir del extracto etandlico de la raiz de Zanthoxylum
caribaeum con posible actividad antioxidante y neuroprotectora aprovechable en el

tratamiento de la enfermedad de Alzheimer

Objetivos especificos:

o Aislar y purificar metabolitos secundarios presentes en el extracto etandlico de raiz

de Zanthoxylum caribaeum

e |dentificar metabolitos secundarios aislados el extracto etandlico de raiz de

Zanthoxylum caribaeum utilizando técnicas cromatograficas y espectroscépicas.

e Evaluar la actividad anticolinérgica y antioxidante del extracto y las fracciones

purificadas de la raiz de Zanthoxylum caribaeum usando modelos in vitro



1. Estado Actual del Tema

1.1 La Familia Rutaceae

La familia Rutacea es un grupo de plantas superiores ampliamente distribuida en todo el
planeta, principalmente en los tropicos y subtropicos de los hemisferios oriental y
occidental en sotobosques humedos de las zonas templadas del planeta; cuenta con unos
160 géneros y mas de 1600 especies (Stevens, P.F. 2010)(Coy, Cuca, & Londono, 2013).
Taxondmicamente se clasifica dentro del reino Plantae, Phylum Magnoliophyta, Clase
Magnoliopsida, Orden Sapindales, suborden Rutales; la familia Rutaceae se divide a su
vez en seis subfamilias; Rutoidea (5 tribus y 15 subtribus), Dyctiolomatoidea,
Flindersioidea, Spatheloidea, Toddaloidea, (1 tribu y 5 subtribus) y los géneros mas
abundantes son: Fagara, Zanthoxylum, Haplophyllum, Phebalium, Esenbeckia, Cusparia,
Galipea, Diosmia, Citrus, Skinmia, Ruta, Dictamnus, Casimiroa, Amyris, Murraya y Hortia
(Coy, Cuca y Londofio, 2013).

Las plantas de la familia Rutaceae generalmente se presentan como arboles, arbustos y
rara vez como hierbas, no presentan estipulas y sus hojas son alternas, opuestas,
raramente verticiladas, pinnadas o palmati-compuestas, trifoliadas, unifoliadas y muy rara
vez simples que presentan glandulas o bolsas llenas de aceites aromaticos que vistas al
trasluz parecen perforaciones en la hoja (Figura 1-1. b y c); sus troncos en ocasiones son
espinosos (Figura 1-1. a) como en el caso de algunas especies del género Zanthoxylum:;
sus inflorescencias son terminales, laterales o axilares, a veces caulinares, tirsos, cimas,
racimos, espigas o cincinnos derivados de tirsos o cimas (Figura 1-1. a). Las flores son
actinomorfas o0 a veces zigomorfas, bisexuales con menos frecuencia unisexuales,
presentan de 4 a 5 sépalos libres o basalmente fusionados, entre 4 y 5 pétalos usualmente
libres, a veces unidos a alguna distancia de la base, los sépalos usualmente son 5 6 10, 4

a 5 carpelos y 1 dvulos por l6culo mas o menos fusionados en el ovario (Figura 1-1. d y e).
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Figura 1-1: a. detalle de la inflorescencia b. detalle de la hoja ¢. detalle de foliolo d.
detalle de la flor con androceo poliadelfo e. detalle de la flor con disco nectarifero y ovario
f. detalle del tronco. (Tomado de www.thecompositaehut.com)

En cuanto a los frutos presentan 4 o 5 capsulas loculares y pueden llegar a ser hasta 10
como en el caso de los limones y naranjas del género Citrus, presenta de 1 a 5 mericarpos
dehiscentes, y pueden presentar formas de bayas o hesperidios de numerosas semillas,
drupas 0 menos comunmente samaras; sus semillas pueden presentar o no endosperma
(Coy, Cuca y Londofio, 2013).

Econdmicamente la familia Rutaceae se destaca como fuente de madera (géneros
Zanthoxylum y Euxylophora), en la industria alimentaria son importantes los frutos
comestibles especialmente los del género Citrus como la naranja, mandarina y limén entre
otros y algunas aplicaciones ornamentales como es el caso del género Hortia que presenta
hermosas flores vistosas. Algunos géneros son ricos en alcaloides con aplicabilidad
farmacologica como el caso de Pilocarpus usado en el tratamiento de glaucoma o Galipea

y Angostura usadas para combatir la fiebre (Coy et al., 2007)
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En cuanto a los contenidos de metabolitos secundarios importantes, la familia Rutacea se
caracteriza por presentar alcaloides, cumarinas, cromanos, flavonoides, lignanos,
limonoides y terpenos entre otros metabolitos de menor interés. Los aceites esenciales son
muy importantes en esta familia por encontrarse ampliamente distribuidos en toda la

planta, en especial en hojas, flores, frutos y tallos (Coy & Cuca, 2007).

Los usos etnobotanicos de las especies de la familia Rutaceae son muy amplios y variados;
es asi como se encuentran aplicaciones para combatir la fiebre, en el tratamiento de
ulceras, en afecciones gastrointestinales, como diurético, analgésico, para el tratamiento
de hemorragias, cataratas, reumatismo, dolor de muela, dolor de cabeza y hasta para la
mordedura de serpientes (Coy y Cuca, 2007)( (Coy, Cuca y Londofio, 2013)) (Marin,
Torres, Robledo, & Doria, 2018). Diferentes metabolitos aislados de especies de la familia
Rutaceae han mostrado distintas actividades bilogica como agente antibacteial,
antimalarica, leishmanicida, antioxidante y citotoxica (Coy, Cuca y Londofio, 2013) (Patino,

Lozano, Lesmes, & Cuca, 2011).

1.2 Genero Zanthoxylum

1.2.1. Caracteristicas generales del Genero Zanthoxylum

El género Zanthoxylum es uno de los mas representativos e importantes de la familia
Rutacea, cuanta con unas 249 especies distribuidas por las regiones tropicales de todo el
planeta; su nombre se deriva del vocablo griego: "xanthon xylon" que significa "madera
amarilla", razon por la cual algunos autores lo reportan como Xanthoxylum (Patino, Lozano,
Lesmes, & Cuca, 2011).

El género Zanthoxylum fue creado por Linné en 1757 y desde entonces se ha confundido
con el género Fagara hasta que en 1896 Engler propuso como caracter distintivo la
presencia de un perianto simple en las especies del género Zanthoxylum a diferencia de
uno doble en las de género Fagara, sin embargo en 1962, Brizicky descubrié especies que
presentan un perianto intermedio entre Zanthoxylum y Fagara, lo que demostré que el
periantio simple de Zanthoxylum deriva del de Fagara por fracaso de algunos sépalos,
observacion que lo llevo a concluir que el género Fagara y el género Zanthoxylum son la

misma especie, aunque solo hasta el afio 1966, Hartley agrupé los dos generos bajo el
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nombre de Zanthoxylum; es comun encontrar aun reportes con el término Fagara (Melo y
Zickel, 2004) (Patifio, y Cuca, 2010).

1.2.2. Morfologia del Genero Zanthoxylum

Figura 1-2. Caracteristicas Morfologicas del género Zanthoxylum. A. Tronco con espinas
B. Hojas compuestas opuestas C. Flores D. Frutos (Tomado de
www.thecompositaehut.com)

El género Zanthoxylum se encuentra generalmente como arboles, arbustos caducifolios de
4-6 m de altura, sus tallos presentan espinas curvadas con ramillas de color marrén (Figura
1-2 — A). Presenta hojas compuestas, paripinnadas, con 3-11 foliolos ovados, opuestos,
de 3,7-6,5 cm con apice agudo, color verde fuerte en el haz y mas claro en el envés (Figura
2 —B). El margen diminutamente dentado o entero. Presenta peciolo diminuto, casi sésiles.
Sus flores color blanco o verde dispuestas en cimas axilares o terminales a continuacién
de las hojas (Figura 1-2 — C). Carecen de caliz con 4-5 pétalos. Fruto en forma de foliculo

rojizo o esquizocarpo rojo o negro con semillas negras y brillantes (Figura 1-2 — D).
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1.2.3. Distribucién geografica del Genero Zanthoxylum

Aunque los estudios de distribucion del género Zanthoxylum son escasos se ha establecido
que generalmente se ubican en bosques humedos o mojados, en elevaciones de hasta
300 metros, por lo que a nivel mundial es comun encontrarlo asociado a formaciones
forestales secundarias, donde crece mas comunmente en suelos fértiles en la base de las
laderas (Figura 1-3). Puede encontrar en Asia en paises como China, India, Indonesia,
Japén, Malasia y Vietnam; En Africa en paises como Camerun, Kenya y Nigeria y en
América se le ha ubicado desde Chile y Argentina hasta Canada, principalmente en
Colombia, Costa Rica, México y Peru (Appelhans, Reichelt, Groppo, Paetzold, & Wen,
2018); (Macias et al., 2007).

Los fosiles mas antiguos del género Zanthoxylum se han encontrado en Inglaterra en
sedimentos del periodo Eoceno temprano en Inglaterra, en el periodo Mioceno en Africa y

Asia y a partir del periodo Oligoceno tardio en las Américas (Appelhans et al., 2018).

En 1995 Reynel propuso 4 zonas de distribucién en América denominando la primera zona
Andino-Amazonica que reune las especies ubicadas sobre la cordillera de los Andes y la
selva Amazonica de Colombia y Peru contando cerca de 24 especies; la segunda zona
corresponde a México con 17 especies; la tercera corresponde a la denominada zona
espafnola, que abarca la Republica Dominicana, Cuba y Haiti con 21 especies; y por ultimo
la zona sureste de Brasil con 15 especies. En el 2000, Beurton agregé 45 especies de las

Antillas, de las cuales mas del 50% son endémicas (Puga et al., 2013).
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Figura 1-3. Distibucion Geografica del genero Zanthoxylum a nivel mundial (Tomado de
www.thecompositaehut.com)

En el Herbario Nacional Colombiano se encuentran reportadas mas de 25 especies
distribuidas en las zonas calidas de varios departamentos de las regiones Andina, Caribe,
Pacifica y parte de la Amazonia (Figura 1-4) (Bernal, Gradstein, & Celis, 2015).
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Figura 1-4. Distribucion Geografica del género Zanthoxylum en Colombia (Tomado de
http://www.biovirtual.unal.edu.co/es/colecciones/result/genus/Zanthoxylum/plants/)

1.2.4.Usos etnobotanicos del Genero Zanthoxylum

Dentro de la medicina tradicional a nivel mundial se han identificado gran niumero de
aplicaciones para las especies pertenecientes al género Zanthoxylum. Se usan en
tratamientos del aparato digestivo para el control de algunos parasitos intestinales como
la amibiasis, en el tratamiento contra la diarrea, disenteria, gastroenteritis y la dispepsia;
como analgésico ayuda a controlar dolores como el de muela, estomago, de cabeza y oido
entre otros. En varias regiones del mundo se han usado para combatir el resfriado comun,
la neumonia, la bronquitis, el asma y la tos, en relacion a dolencias de tipo respiratorio.
También existen reportes de usos relacionados con las hemorroides, el reumatismo,
antihemorragico, antiséptico en heridas o ulceras superficiales y para tratar la mordedura

de serpiente (Dieguez, Rivas, Prieto, Garrido, & Molina, 2004)(Macias et al., 2007).
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Cabe resaltar que las partes de la planta que mas se utilizan dentro de la medicina

tradicional son las hojas, tallo y raices, por lo que supone que en estas se encuentran

concentrados el mayor niumero de metabolitos, siendo las formas de preparacién mas

comun las infusiones y las decocciones (Dieguez, Rivas, Prieto, Garrido, & Molina, 2004)

En la Tabla 1-1, se pueden observar algunas referencias de los usos tradicionales de

algunas especies del género Zanthoxylum a nivel mundial.

Tabla 1-1. Usos etnobotanicos de especies del Género Zanthoxylum

Pais Especie Usos Referencia
Macias, Cuca,
. Antiespasmaodico, astringente y and Jiménez
Brasil Zanthoxylum hyemale L 2007:
agente tonico '
Patifio et al. 2011
Contra la tos, fiebre, dolor de Macias, Cuca,
Zanthoxylum muela, mordedura de serpiente, 2887, Jiménez
xanthoxyloide enteritis, disenteria, diarrea,
Camerun uretritis y contra la estomatitis
Zanthoxylum leprieurii ~ Tratamiento de Ila blenorragia,
esterilidad, ulceraciones,
antibacterial
] Toénico estomacal y contra la Macias, Cuca,
Zanthoxylum avicennae . and Jiménez
picadura de serpientes 2007:

Zanthoxylum culantrillo

Zanthoxylum nitidum

China

Zanthoxylum

bungeanum

Anestésico
Dolor de muelas, neuralgia, dolor
de estomago, dolor de garganta,
reumatoide
artritis y mordedura de serpiente
venenosa
En la cocina tradicional como
especia picante y para el

tratamiento de vomitos y diarrea,

Patifio et al. 2011
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dolores de muelas, estdmago,

abdominal

Zanthoxylum _ _ Patino et al. 2011;
] Infecciones de los ojos y colorante
monofolium Toni fobrif lngsi Plazas et al. 2018
. 6nico ebrifugo,  analgésico,
Colombia  zanthoxylum rhoifolium o .g o J
antiséptico y antimalarico
Zanthoxylum fagara, Macias, Cuca,
Zanthoxylum Analgésico, antidiarreico, fiebre, 2887_ Jiménez
Cuba elephantiasis enfermedades orales, Patifo etal. 2011
Zanthoxylm enfermedades del pecho
martinicense
Zanthoxylum dipetalum, Ovicida e insecticida Macias, Cuca,
Zanthoxylum kavase, Diarrea, antihemorragico, dolor de 2887, Jiménez
Hawai Zanthoxylum oido y tratamiento contra la
hawaiiense mordedura de serpiente
Zanthoxylum coriaceum
Pesticida contra el Aphis Macias, Cuca,
. and Jiménez
Zanthoxylum armantum craceetvora 2007;
Himalayas Carminativo, antiséptico, dolor Patifio et al. 2011
estomacal
Contra el asma, bronquitis, Macias, Cuca,
. . and Jiménez
hemorroides, diarrea, dolor de 2007
cabeza, tos y dispepsia.
Carminativo, antihelmintico
Zanthoxylum budrunga combate la fiebre y la dispepsia. Es
India eficaz para expulsar gusanos
Zanthoxylum armantum redondos. Actua como
desodorante, desinfectante y

antiséptico en problemas dentales.
Eficaz contra la sarna y ahuyentar

moscas
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Zanthoxylum . . Macias, Cuca,
Contra la malaria, resfriados, tos, gnqg Jiménez
chalybeum . . 2007
dolor de muela, heridas, resfriados 00_:
Kenya ] Patifio et al. 2011
y neumonia
Zanthoxylum . .
Tratamiento del reumatismo
usambarense
] ~ Macias, Cuca,
Dolor de estéomago, amibiasis, gng Jiménez
. Zanthoxylum L. .
México ] . anestesico local y 2002,
liebmannianum . o _ Patifio et al. 2011:
parasitos de tipo intestinal Prasanta and
Mukherjee 2011
Combatir el Célera, Repelente de Macias, Cuca,
Sanguijuelas, Fiebre, Resfriado, 2887_ Jiménez
Nepal Zanthoxylum armantum Tuberculosis, Intoxicaciones, Patifio et al. 2011
tratamientos del Higado y Edema
pulmonar. Insecticida de Termitas
Zanthoxylum Contra la diarrea, reumatismo y Macias, Cuca,
SriLanka  (etraspermun dispepsia 2887, Jiménez
Remedi® en la mordedura de Macias, Cuca,
Zanthoxylum serpiente, dispepsia y tdnico contra and Jiménez
Taiwan integrifoliolum . ’ 2007;
la fiebre
_ o Macias, Cuca,
Zanthoxylum secrecién nasal, ictericia , oftalmia g Jime
an iménez
Venezuela on0phyllumse y anestésico 2007

1.2.5. Actividad Bioldgica de las especies del Genero Zanthoxylum

Los estudios desarrollaos en torno al género destacan efectos bioactivos potenciales de
varias especies evaluando tanto extractos como metabolitos aislados de estos. Se han
encontrado efectos potenciales como bactericidas, fungicidas, pesticidas, antimicrobiano,
antitumoral, antiinflamatorio, anti-protozoario, antihelmintico, antioxidantes e inhibicién
enzimatica entre muchos otros. En la Tabla 1-2 se presenta una relacién de las actividades
biolégicas reportadas para varias especies del género Zanthoxylum a partir de diversos

estudios cientificos.
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Tabla 1-2. Actividad Bioldgica de especies del género Zanthoxylum

Especie Actividad Referencia
Zanthoxylum
thoxvioid Actividad Antimicrobial Macias, Cuca, and
xanthoxylolaes Jiménez 2007
Zanthoxylum budrunga
Citotoxica Macias, Cuca, and
Jiménez 2007;
Prasanta and
Mukherjee 2011
Zanthoxylum
. . Antiagregacion plaquetaria Macias, Cuca, and
integrifoliolum Jiménez 2007:
Patino et al. 2011
Zanthoxylum
. actividad antitumoral y letalidad Macias, Cuca, and
amerieandm hacia la Artemia salina Jiménez 2007,
Patino et al. 2011
Zanthoxylum syncarpum
Antiplasmodial Macias, Cuca, and
Jiménez 2007;
Zanthoxylum simulans Macias, Cuca, and
Antiagregacién plaquetaria Jiménez 2007;
Patino et al. 2011
Zanthoxylum
hil actividad leishmaniacida Macias, Cuca, and
chiloperone Jiménez 2007;
Patifio et al. 2011
Zanthoxylum Patino et al. 2011
, . Amebicida
liebmannianum
Zanthoxylum chalibeam
Antibacterial y antiinflamatoria Macias, Cuca, and

Jiménez 2007;

Patino et al. 2011

Zanthoxylum hiemale

Antiespasmaodico

Patifio et al. 2011
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Zanthoxylum fagara,
Zanthoxvl Antifingico Macias, Cuca, and
anthoxyium Jiménez 2007;
elephantiasis B
Zanthoxylm Patino et al. 2011
Zanthoxylum leprieurii Patino et al. 2011
Antifungico
Zanthoxylum armatum
Larvisida, antifungica, Macias, Cuca, and
hematoprotectora, Antiviral, Jiménez 2007;
Antiprotozoica, antihelmitica, Patifio et al. 2011
Alelopatica
Zanthoxylum Patifio et al. 2011
schinifolium Agregacion antiplaquetaria,
antioxidante, antiinflamatorio vy
Zanthoxylum Actibacteriana contra cepas de Macias, Cuca, and
quinduense Staphylococcus aureus Jimenez 2007,
' Patino et al. 2011
Zanthoxylum Enterococcus faecalis, Escherichia Plazas et al. 2018;
monophyllum coli y Salmonella typhimurium Prasanta and
Py y yp Mukherjee 2011)

Zanthoxylum rhoifolium

inhibidor de la

Acetilcolinesterasa

Antioxidante e

(Macias et al., 2007;
Patino et al., 2011;
Plazas et al.,, 2018;
Prasanta & Mukherjee,
2011)

Zanthoxylum rhoifolium

Antioxidante

Macias, Cuca, and

Jiménez 2007;

Patifio et al. 2011

1.2.6.Metabolitos Secundarios presentes en las especies del

Genero Zanthoxylum

Como se menciond anteriormente, el amplio rango de actividades bilégicas de las especies

del género Zanthoxylum se debe a la gran variedad de metabolitos secundarios distribuidos
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en todas las partes de la planta; dentro de los principales metabolitos hallados se destacan

Alcaloides, Lignanos, Terpenos, Esteroides, Cumarinas y Flavonoides (Patifio, 2010).

Los alcaloides representan la familia quimica mas relevante, presente en casi todas las
especies estudiadas del género Zanthoxylum; cerca del 90% de los reportes encontrado
en la literatura confirman la presencia de este tipo de metabolitos en diversas partes de la
planta (Dieguez et al. 2004), y en general de los tipos isoquinolinicos (benzofenantridinicos,
bencilisoquinolinicos, aporfinicos, protoberberinicos y berberinicos) y quinolinicos (Patifo,
2010).

Los alcaloides benzofenantridinicos han sido los mas estudiados debido a sus propiedades
antitumorales, atioxidantes, antimalaricas, antibacterianas, antimicrobinas y antifungicas
entre otras (Patifio, 2010)(Plazas et al., 2018). La estructura general de los alcaloides
benzofenantridinicos se muestra en la Figura 1-5, junto con las variaciones caracteristicas

de sus principales representantes.

R

Fagaronina: R1= OH; R2 = OMe; R3 = H; R4 = R5 = OMe 1
Nitidina: R1+R2 = OCH20; R3 = H; R4 = R5 = OMe R5

Queleritrina: R1+R2 = OCH20; R3=R4 = OMe; R5=H N*

7
~N
Sanguinarina: R1+R2 = R3 + R4 = OCH20; R5=H R4
Rs

Figura 1-5. Estructura Alcaloides Benzofenantridinicos

En la Tabla 1-3 se relacionan algunos alcaloides extraidos y caracterizados de varias

especies del género Zanthoxylum.
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Tabla 1-3. Alcaloides extraidos y caracterizados de varias especies del género
Zanthoxylum (Macias Villamizar, Cuca, & Jiménez, 2007)

Especie Estructura Nombre
Zanthoxylum - - Lunacridina
budrunga
CHj
| | Evodiamina
N 0]
N
H
N
H3C/
Zanthoxylum O/C”a Queletrina
simulans
HEC\N » o
Simulenolina
Zanthoxylum g Fagarina
coco e
. —C.
PW,
0.
\CH3
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HiC CHj Flindersina
]
®
N o
H
Zanthoxylum HaC\O Coridina
oxyphyllum
Zanthoxylum B Manoflorina
rugosum Ho
PP
Zanthoxylum ™ O‘
genus ik
Hye” CHy

Zanthoxylum 0 N-Nortidina
myriacanthu / O O>
/N

Zanthoxylum OCH;3 Schinifolina
schinofolium (IL\I\)\
N~ o

Zanthoxylum Usambanolina

usambarense

Zanthoxylum

chalybeum
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Zanthoxylum Isotembetarina
CH
nitidium HZCO N
HO CH;
H,CO
OH
Ho—8 Zanthonitisida A
4 g
HO
HO > 5
Zanthoxylum Nitidita
rhoifolium
Oxinitidina
Zanthoxylum OH Sinefrina
williamsii
N—CHj,

HO
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Zanthoxylum CHy CHy Integramina
integrifoliolum OH
O
HsC
o]

Tetrahidroberberina

Skimmianina

Rutaecarpina
Zanthoxylum Allocriptopina

naranjillo
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Zanthoxylum

quinduense

8-hidroxi-2,3-metilendioxi-
9metoxibenzofenantridina
(R1=H, R2=0H, R3= OCHZ3)

Norqueleritrina
(R1=R2=0CH3, R3=H)

Arnottianamida (R1=H,
R2=R3=0CH3)

Los lignanos mas representativos del género Zanthoxylum son los tipos furofuranolignanos

y diarilbutirolactona, a continuacién, se muestran algunas estructuras a modo de ejemplos

(Tabla 1-4) y las especies de las cuales fueron aislados.

Tabla 1-4. Lignanos extraidos y caracterizados de varias especies del genero

Zanthoxylum (Macias Villamizar, Cuca, & Jimenez, 2007)

Especie Estructura Nombre
Zanthoxylum Meridinol
fagara

Zanthoxylum Asarinina
liebmannianum
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Zanthoxylum Sesamina
naranjillo
Cubebina

Zanthoxylum OH 7,9-epoxilignano
culantrillo . 0

CH;0 ,

s
0

CH40
Zanthoxylum fire Furofuranolignano
petiolar CHy

La presencia de metabolitos tipo terpenos y amida, es una de las caracteristicas

quimiotaxémicas principales de la Familia Rutaceae y del género Zanthoxylum, algunos

ejemplos son mostrados en la Tabla 1-5 (Terpenos) y tabla 6 (Amidas).
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Tabla 1-5. Terpenos extraidos y caracterizados de varias especies del genero
Zanthoxylum (Macias Villamizar, Cuca, & Jimenez, 2007)

Especie Estructura Nombre
Zanthoxylum gillettii fite
éljcnz Mirceno
HsC CHg
CHy
? Limoneno
HsC CH,
CHs
@ﬁw
\CHz Camfeno
HyC
HiC .
Pineno
CH,
HiC H Chlg
H3C
Cariofileno
H,C
HyC
7 Z
Farnesano
CHy CH CHy
Zanthoxylum @) Germacrona
monophylum
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Tabla 1-6. Amidas extraidos y caracterizados de varias especies del genero Zanthoxylum
(Macias Villamizar, Cuca, & Jimenez, 2007)

Especie Estructura Nombre
Zanthoxylum OH 0 Quimbunamida A
7 5 3 1
6 3
NN RS :
bungeanum ]M H%H
NG "
3
ol 0
9 7 5 3 1 3 . .
U A N Quimbunamida B
12 10 8 4 2 H OH
OH .
4
Zanthoxylum 0 /\D_,uuh Armatamida
armatum {)@/\)qu
18
Zanthoxylum Sanschool
liebmannianum
Zanthoxylum Herclavina
spinosum
CH;0
Zanthoxylum I‘l 5 O Dixamina
i P!
rubescens vl o \(L_CH=C”4®,
Zanthoxylum <o
tomense
o i
0 i i
N Diéxamida
"o
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Otro metabolito de interés en las especies del genero Zanthoylum son las Cumarinas que

pueden ser de diversos tipos, las mas importante son de tipo terpenilcumarinas y

furanocumarinas (ver Tabla 7).

Tabla 1-7. Cumarinas extraidos y caracterizados de varias especies del genero
Zanthoxylum (Macias Villamizar, Cuca, & Jimenez, 2007)

Especie Estructura Nombre
Zanthoxylum CH, Imperatorina
americanum
= NCH;
0
o 0 o

X ‘ / Psoraleno
Zanthoxylum X Lacirnatina
schinifolium )\/\

N O O O

OCH;

Zanthoxylum HO Z o Escoplotina
integrifoliolum y
Zaqthqulum HyC._ s, =
rhoifolium )

Al igual que las amidas, los flavonoides representan para el género Zanthoxylum un

marcador quimiotaxonémicos, algunos ejemplos de estos metabolitos se listan en la Tabla

1-8.
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Tabla 1-8. Flavonoides extraidos y caracterizados de varias especies del género

Zanthoxylum (Macias Villamizar, Cuca, & Jimenez, 2007)

Especie Estructura Nombre
Zanthoxylum Procianidina B3
piperatum

OH
Zanthoxylum Quercitrina
culantrillo
Zanthoxylum 3,5-diacetiltambulina
integrifoliolum
Zanthoxylum Foeniculina
bungeanum

Isorhamnetina

Rutina
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HiC

U OH
HO' ; OH

OH

1.2.7.Zanthoxylum caribeaum

La clasificacién taxonémica de la planta objeto del presente estudio, se muestra en la Tabla
1-9 (SiB Colombia, 2019).

Tabla 1-9. Clasificacion taxonomica Zanthoxylum caribeaum

Reino: Plantae

Phylum: Magnoliophyta

Clase: Magnoliopsida
Orden: Sapindales
Familia Rutaceae
Genero Zanthoxylum

Especie Caribeaum

El Arbol de Zanthoxylum caribeaum puede alcanzar entre 5 a 15 m, presenta espinas color
negro en su tronco joven que se van transformando en bultos al aumentar la edad; esta
particularidad es la que le da el nombre comun de “Chicon” (Figura 1-6). Sus hojas son
compuestas por 4 a 7 pares de foliolos opuestos de 2.5 a 8.2 cm de longitud con apice en
punta. Inflorescencia con longitud de 8-20 cm, flores verduscas, con cinco pétalos y frutos
en foliculos pardo - negruzcos al madurar, globosos, de 4-5 mm de didmetro y semillas
negras. La especie se distingue por su borde crenado en hojas (dientes redondeados) y el
olor desagradable de sus hojas al ser estrujadas. En Colombia se ha descrito en los
departamentos de Atlantico, Bolivar, Antioquia, Norte de Santander, Cundinamarca y Valle

y su region biogeografica se ubica en el valle del rio Cauca (SiB Colombia, 2019).
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Figura 1-6. Caracteristicas Morfolégicas Zanthoxylum caribeaum

No hay muchos reportes de estudios fitoquimicos realizados en Zanthoxylum caribeaum;
encontrando que dichos estudios se enfocan principalmente en los aceites esenciales
obtenidos de su hojas los cuales han sido bien caracterizados encontrado presencia de
metabolitos tipo monoterpeno y sesquiterpenos principalmente (Tabla 1-10); 2 de los
estudios reportados utilizan extractos acuosos y en diferentes solventes organicos de
polaridad variable pero no presentan resultados de composicion ya que las
determinaciones de actividad biolégica se hacen con el extracto completo (Cornejo, y otros,
2015). En la Tabla 1-10 se muestra un resumen de los principales metabolitos reportados

y de las actividades bioldgicas evaluadas.

Tabla 1-10. Estudios fitoquimicos en Zanthoxylum caribeaum

Tipo de Extracto | Metabolitos Actividad Bioldgica | Referencia
Encontrados evaluada
Aceite esencial de Silvestreno 11.3 % Acaricida: Rhipicephalus (Nogueira et al., 2014)
hojas Isodauceno 8.3% microplus
o~ pinene 7.6%
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Aceite esencial, germacreno D (20,77%) Antimicrobial: Salmonella (Souza et al., 2017)
Extractos acuoso y a-panasinsene ( 14,40%) enterica
organicos de hojas B-Selinene (11,68%)
Aceite esencial de a-panasinsene (12.75%) Repelente: Dermanyssus (Souza et al., 2019)
hojas viridiflorene (11.23 %) gallinae

B-elemene (10.61 %) Antimicrobial: Salmonella

B-selinene (8.72 %) entérica, Escherichia coli,

Klebsiella pneumoniae, Proteus
mirabilis, Pseudomonas
aeruginosa, Staphylococcus
aureus, Staphylococcus
epidermidis, Enterococcus
faecalis y Bacillus subtilis
Antioxidante: con DPPH y

control positivo BHT

Extractos acuosos y Esteroides Acaricida contra Dermanyssus | (Souza et al., 2020)
organicos de hojas Flavonoles gallinae

Flavonas Antimicrobial: C. albicans

Triterpenoides Antioxidante: con DPPH y

Zantonas control positivo BHT

1.3 El sindrome de Alzheimer

La enfermedad de Alzheimer EA es la forma mas comun de demencia en adultos mayores
de 65 afos y la tercera causa de mortalidad en paises desarrollados, después de las
enfermedades cardiovasculares y el cancer; es un proceso neurodegenerativo lento y
progresivo caracterizado por el paulatino deterioro de las funciones cognitivas e
intelectuales, la pérdida de memoria, la incapacidad para realizar las actividades cotidianas

y por cuadros de ansiedad y depresion (Alzheimer’s Disease International, 2018).

Esta enfermedad ha ido en aumento conforme aumenta la expectativa de vida de la
poblacion, razén por la cual la Organizacién Mundial de la salud (OMS) la ha declarado
como un problema de salud Publica (Alpizar-Quesada & Alpizar-Morales, 2003;

Alzheimer’s Disease International, 2018).

Segun el Informe Mundial sobre EI Alzheimer publicado en Septiembre de 2018, hay

alrededor 50 millones de personas diagnosticadas con demencia de los cuales
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aproximadamente el 60% sufren de Alzheimer y se estima que para el 2050 la cantidad de

personas afectadas sera el triple (Alzheimer’s Disease International, 2018).

Dentro de los factores de riesgo sociodemograficos, se ha descrito que la edad es el mas
importante; se ha evidenciado un aumento exponencial de las cifras de incidencia y
prevalencia a medida que se cumplen anos, es asi como entre los 60 y 70 anos es de un
caso por ano por cada mil; entre 70 y 80, un caso por ano de cada 100, y entre 80 y 90, un
caso por afno de cada 10. Sin embargo, esta incidencia puede caer pasados los 90 anos.
Otro factor de riesgo es el sexo ya que la prevalencia de la EA es mayor en las mujeres
que en los varones, tal vez achacable a la deficiencia de estrogenos, aunque no existen
pruebas concluyentes al respecto. Por otra parte algunos estudio muestran la correlacion
de la capacidad linguistica en la juventud con la aparicion de la enfermedad en la vejez y
también existen datos epidemiolégicos que muestran la disminucion de la incidencia de la
enfermedad cuanto mayor sea el nivel educativo de las personas (Alzheimer’s Disease
International, 2018)(Bernhardi, 2005).

Por otro lado, los habitos de vida también inciden sobre el riesgo de desarrollar EA, es asi
como ser fumador o alcohdlico, o haberlo sido multiplica por cinco el riesgo.
Contrariamente, el uso moderado de vino tinto reduce el riesgo de presentar la enfermedad
debido a sus propiedades antioxidantes. Por otro lado la influencia de la dieta sobre la EA
no ha sido estudiada a fondo aunque se considera prudente mantener una dite baja en
carbohidratos y grasas saturadas; es beneficioso el consumo de vitamina E, asi como el
consumo frecuente de manzanas, fresas, zanahorias, frutos citricos, brocoli, coliflor, frutos
secos, ajo, cebolla, verduras, uva, tomates o calabazas, considerados alimentos

antioxidantes (Alzheimer’s Disease International, 2018)(Bernhardi, 2005)

1.3.1.Hipétesis sobre las causas de la Enfermedad de Alzheimer
EA

La etiopatogenia de la Enfermedad de Alzheimer aun no esta claramente establecida e
histéricamente se han planteado numerosas y diferentes hipotesis o teorias
fisiopatoldgicas. La teoria colinérgica fue la primera en ser enunciada y considera a la EA
como un proceso degenerativo primario capaz de dafiar selectivamente grupos neuronales

del hipocampo, complejo amigdalar y cerebro anterobasal (Sanabria-Castro, Alvarado-
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Echeverria, & Monge-Bonilla, 2016). Esta teoria se fundamenta en cambios bioquimicos
tales como la reduccion del numero de receptores funcionales de acetilcolina (ACh),

asociados a sintomas neurolégicos observados en la enfermedad.

La Hipotesis hipo-colinérgica o solamente colinérgica sefiala que la disminucion de la
Acetilcolina es proporcional al aumento de las alteraciones neurofibrilares y por tanto del
aumento en la severidad de la demencia; es asi como el proceso degenerativo del
neurotrasmisor seria el evento primario en el desarrollo de la enfermedad y por tanto el
comienzo de las dificultades cognitivas observadas en los pacientes (Sanabria-Castro et
al., 2016). La degradacién de la ACh se da por medio de una hidrdlisis rapida en las
sinapsis colinérgicas por acciéon de encima acetilcolinesterasa (AChE). La reaccién de
hidrdlisis procede por ataque nucledfilo al grupo carbonilo, acilacién de la enzima y
liberacion de Colina (Ch). Posteriormente, se hidroliza la enzima acilada dando acido
acético y regenerando la enzima (Barral & Carrasco, 2019; Sanabria-Castro et al., 2016)

un esquema del proceso se muestra en la Figura 1-7.

- 2N

ﬂ Acetylcholine \ =
1=. .%
“ mr“irnaptkvmkie \

2
)

Choline

Acetate

Acetylcholinesterase

 AChreceptor
Muscle
Figura 1-7. Esquema general de la hidrolisis de la ACh por accion de la AChE

Imagen tomada de http://terf307.blogspot.com/2015_08 01 _archive.html?view=classic
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1.3.2.Farmacos aprobados para el tratamiento de los sintomas del

Alzheimer

Con relacion a los tratamientos terapéutica de la EA, esta comprobado que farmacos que
incrementan la transmisiéon colinérgica mejoran la memoria razén por la cual, el aumento
de la actividad colinérgica cerebral constituye el principal acercamiento para mejorar de los

sintomas asociados a la EA.

Actualmente los farmacos desarrollados buscan inhibir los centros activos de la enzima
(AChE) impidiendo asi su union con el sustrato (ACh) y por tanto su hidrdlisis; este efecto
se logra mediante el bloqueo del sitio activo de la AChE haciéndolo reaccionar
irreversiblemente con otro sustrato. Los inhibidores de la acetilcolinesterasa se clasifican
en: pseudo-irreversibles, irreversibles, analogos de estados de transicion y reversibles

(Gaugler, James, Johnson, Scholz, & Weuve, 2016; Sanabria-Castro et al., 2016).

1.3.3.Inhibidores pseudoirreversibles

El prototipo de los inhibidores pseudo-irreversibles es fisostigmina (Figura 1-7), primer
inhibidor de la AChE clinicamente estudiado para el tratamiento de la EA. A partir de él se
han desarrollado una gran cantidad de moléculas relacionadas: los carbamatos de
segunda generacion, entre los que se incluyen eptastigmina, quilostigmina y rivastigmina
(Figura 1-8).

‘ RS
H 0% 4 . 0 N H
CHs

Fenserina
Eptastigmina

O CHs H H3C,
. . . H | N__O
Fisostigmina z N
g H3C/\N)k0 3 \CH3 \IO]/ N‘CHg
' N H
CH3 CH3 ng

CHs

Rivastigmina ,
9 Tolserina

Figura 1-8. Inhibidores seudo-irreversibles de la Acetilcolinesterasa
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Mas recientemente se han desarrollado los carbamatos de tercera generacién que
combinan una accion prolongada con una fuerte selectividad en la inhibicion de AChE tales
como fenserina y tolserina (Figura 1-8). De estos medicamentos solamente la Rivastigmina

esta aprobada para su uso

1.3.4.Inhibidores irreversibles

El representante de los inhibidores irreversibles es el Metrifonato, que no ha sido aprobado
por la FDA debido a problemas detectados en el sistema respiratorio y en el musculo
(Figura 1-9).

cl.‘|) Cl clal of
P

H3CO// CIC| H3CO// ) CIC|

HsCO OH HsCO $H

Figura 1-9. Inhibidores Irreversibles de la Acetilcolinesterasa

1.3.5.Inhibidores tipo-analogos de estados de transicion

Entre los inhibidores tipo analogos de estados de transicién esta el yoduro de

trifluoroacetofenona, que ha sido superado por zifrosilona.

1.3.6.Inhibidores reversibles

Los inhibidores reversibles interaccionan con la enzima cerca del sitio catalitico sin producir
complejos covalentes. Este grupo esta compuesto por tres grandes familias: Tacrinas, con
numerosos analogos (velnacrina, suronacrina y 7-metoxitacrina y amiridina), las N-

bencilpiperidinas (donecepilo) y los alcaloides (galantamina y huperzina A) Figura 1-10.

Velnacrina



Capitulo 1 35

0—CHj3

/CHs
Donepecilo @/\N O e

Galantamina

Figura 1-10. Inhibidores Reversibles de la Acetilcolinesterasa

De los farmacos mencionados solamente 3 estan aprobados para su uso: Donepecilo,

Rivastigmina y Galantamina (Sanabria-Castro et al., 2016).
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2. Metodologia

2.1. Procedimientos generales

21.1. Cromatografia

Para realizar el fraccionamiento del extracto y la purificacion de las fracciones, se utilizo la
técnica de cromatografia en columna por gravedad (CC). La fase estacionaria usada fue
silica gel 60 marca Panreac y como fases moviles se utilizaron solventes grado analitico
(n-Hexano, Tolueno, AcOEt, AcOiP, n-Butanol, Diclorometano, Cloroformo, MeOH) y de
origen comercial (Eter de petroleo y EtOH) fueron previamente destilados. Los estudios
cromatograficos, el monitoreo de las cromatografias en columna y el control de pureza de
los compuestos aislados se realizé por cromatografia en capa delgada (CCD) empleando
cromaplacas de silica gel 60 F2s4 de 20 x 20 cm y 1 mm de espesor marca Merck y se
utilizaron como reveladores luz UV (254 nm y 365 nm), vainillina al 0.1%/H2S0O4,

anisaldehido, reactivo Dragendorff, DPPH y B-caroteno.

El seguimiento al proceso de purificacion se realizé por medio de cromatografia liquida de
alta eficiencia (HPLC) utilizé un cromatografo un cromatografo Agilent 1200 con detector
DAD, usando columna LiChospher RP-C18 (10um) y fase mévil conformada por una
mezcla en gradiente H20:ACN:MeOH de acuerdo con la siguiente programacion: entre 0O
a 15 minutos la mezcla fue 55:45:0, de 15 a 30 minutos mezcla compuesta por 50:45:5 y
de 30 a 45 minutos 55:45:0. El seguimiento del proceso se realizd por medicion de la
absorbancia a 210nm, 254nm, 273nm y 360mn. Todos los solventes empleados fueron
grado HPLC (Merck).

Para las mezclas de metabolitos volatiles el seguimiento se realizd por cromatografia en
fase gaseosa en un cromatografo Agilent GC 7890 acoplado a un detector selectivo de

masas MS 5977A y equipado con un puerto de inyeccion Split (300°C, relacion de Split



Capitulo 2 37

20/1, flujo 20 mL/min). Se empled una columna capilar Agilent HP-5ms (fase estacionaria
5% fenil-95% dimetilpolisiloxano) de dimensiones 30 m x 0,25 mm, D.l x 0,25 ym. El gas
de arrastre fue helio a flujo constante de 1 mL/min. La temperatura del horno se programé
desde 35 °C (1min) @5 °C/min hasta 300 °C (3 min). Los espectros de masas fueron
obtenidos por impacto con electrones (El) con energia de 70 eV. Las temperaturas de la
camara de ionizacién y linea de transferencia se mantuvieron a 230 °C y 150 °C
respectivamente. Los espectros de masas y corrientes ionicas reconstruidas (TIC) fueron
obtenidos en un cuadrupolo, por medio de barrido automatico de frecuencia (full scan), en
el rango de masas de m/z 20-500. La identificacion de los constituyentes quimicos se baso
en la comparaciéon de su patron espectral de masas con los obtenidos en la base de datos
Nist 17.

21.2. Técnicas empleadas para la elucidacién estructural y

caracterizacion de los compuestos

Los espectros de resonancia magnética nuclear de 'H y APT, y los experimentos COSY,
HMQC y HMBC fueron tomados en un espectrometro Bruker Avance 400, operado a 400
MHz para 'H y a 100 MHz para 3C. Se empled cloroformo deuterado (CDCls) y metanol
deuterado (MeOD) como solventes y patrones internos, a una temperatura de 25 °C. Los
desplazamientos quimicos (8) estan expresados en partes por millon (ppm) y las
constantes de acoplamiento (J) en hercios (Hz). Las multiplicidades estan asignadas de
acuerdo con: s = singlete, d = doblete, t = triplete, ¢ = cuarteto, dd = doble doblete, dt =

doble triplete, etc.

Los puntos de fusion se determinaron en un fusidmetro analogo marca Electrothermal
ELEGIO1120 tipo Fischer-dohns, capilares de 2.0 mm de diametro y velocidad de

calentamiento de 10°C/min.

2.2. Recoleccion del Material Vegetal y Obtenciéon del

extracto

El material vegetal utilizado para este trabajo corresponde a las raices de Zanthoxylum

caribaeum, colectada en el municipio de Apulo — Cundinamarca por el grupo de
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investigacion en Quimica de Productos Naturales Bioactivos (QuiProNaB). La
determinacion de la especie fue realizada por el bidlogo Carlos Parra, un ejemplar reposa

en el Herbario Nacional Colombiano con el nimero de determinaciéon COL 607227.

Las muestras de la raiz de Zanthoxylum caribacum después de ser colectadas, fueron
secadas a temperatura ambiente en un lugar aireado y fresco. Posteriormente fueron
trituradas y sometidas a extraccion por percolacién usando etanol como solvente; a
continuacion, el extracto obtenido fue concentrado por destilacion a presion reducida

(rotaevaporacion) eliminando el exceso de disolvente, obteniéndose 100g.

2.3. Fraccionamiento del Extracto

55 g del extracto etanolico de raiz de Zanthoxylum caribaeum se suspendieron en agua y
se fraccionaron por reparto usando solventes de polaridad creciente asi: n-Hexano,
Acetato de Etilo y n-Butanol. De este procedimiento se obtuvieron 5 fracciones, las cuales
fueron concentradas por destilacion a presion reducida, obtenido las cantidades relacionas
a continuacion: FH (Fraccion n-Hexano = 1.0085g), FE (Fraccion Acetato de Etilo=
4,7936g), FB (Fraccion n-Butanol= 5,1629g), FW (Fraccion Acuosa= 21.6041g) y RI
(residuo insoluble = 18.6345¢). A cada fraccion, se le evalud la actividad antioxidante frente
a DPPH y B-caroteno asi como la respuesta frente a la encima Acetilcolinesterasa y
reactivo de Dragendorff por Bioatografia directa en placa con el fin de establecer cuales
de estas fracciones presentaban la actividad esperada; se encontré que las fracciones
activas fueron la fraccion acetato y la fraccién n-butanol, razén por la cual la purificacion
continuo con estas dos fracciones. El procedimiento es esquematizado en la Figura 2-1.

Por otra parte, la fraccion n-hexano fue evaluada mediante cromatografia de gases.

2.4. Aislamiento vy purificacion biodirigida de los

metabolitos secundarios

La purificaron de las fracciones activas (FE y FB) se realizé por medio de cromatografia en
columna CC en pasos sucesivos, empleando como fases estacionarias silica gel 60 F254
y Sephadex, y como fase moévil mezclas de solventes de diferentes polaridades en

diferentes proporciones. Los solventes utilizados fueron: éter de petroleo (EP), n-hexano
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(Hex), tolueno (Tol), acetato de etilo (AcOEt), acetato de isopropilo (AcOiPro), metanol
(MeOH), etanol (EtOH) y cloroformo (CHCIs), todos de grado analitico.

n-Hexano = 1.0085 g

' Acetato de
= s

Extracto
Etandlico n- Butanol 5,1629 g
29 g

Agua 216041 g
Residuo Sélido ' 18,6345 g

Figura 2-1. Esquema general del fraccionamiento por reparto del extracto etanolico de raiz
de Zanthoxylum caribaeum. a. Reaccion a DPPH b. Reaccién a -caroteno, c. Reaccion a
reactivo de Dragendorff, d. Reaccion a Acetilcolinesterasa 1: FH 2: AE 3: FB 4: FW

En la CC aplicada a FE se usaron las siguientes mezclas de solventes: E: AcOEt : MeOH
desde una proporcion 8:2:0 hasta una proporcion 1:1:1 obteniendo 128 fracciones, las
cuales fueron reunidas en 14 nuevas fracciones tras comprobar por CCD similitudes en
contenido de metabolitos usando como revelados vainillina y radiacion UV de 254nm y
365nm. De este fraccionamiento, las fracciones FE4 (512,4 mg), FE5 (386,5 mg) y FE6
(385,2 mg) concentraron la mayor cantidad de metabolitos a la vez que mostraron la mayor
actividad biolégica frente a DPPH, p-caroteno, Acetilcolinesterasa y reactivo de
Dragendorff en placa CCD, por lo que se decidio continuar la purificacion de estas tres

fracciones.

La fraccion 4 se fue purificada por CC en pasos sucesivos usando la misma fase
estacionaria y como fase movil la mezcla EP: AcOEt: MeOH (9:1:0 hasta 3:6:1) obteniendo
un sélido amarillo claro denominado C1 (6,4 mg). De forma similar se procedi6 con la
purificacion de la fraccion 5, la primera CC se desarrollé empleando nuevamente silica 60
F254 como fase estacionaria y como fase movil EP: AcOEt: MeOH desde proporcion 9:1:0

hasta 6:3:1; de esta columna se obtuvieron 30 fracciones que finalmente se reunieron en
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10 de acuerdo con los resultados mostrados por el seguimiento en CCD vy revelados con
vainillina, Dragendorff, DPPH y radiacion UV de 254nm y 365nm; debido a la complejidad
de las fraccione y solamente la fraccion 3 presento actividad bioldgica in vitro se continuo
con su purificacién por CC en fase normal en etapas sucesivas usando las mismas
condiciones descritas previamente hasta lograr la obtencién del compuesto puro
denominado C2 (19,2 mg). Para finalizar la purificacion de la fraccion acetato se procedio
con el desarrollo de CC en etapas sucesivas usando como fase mévil mezcla de solventes
Hex: AcOPro (10:0 hasta 1:9) obteniendo el compuesto denominado C3 (22,2 mg) y C4
(14,6 mg). En la Figura 2.2 se esquematiza la purificacion y aislamiento de los compuestos
C1aC4.

Para la purificacion de FB (5g) se realizaron cromatografias en columna con silica gel 60
Fas4 (60-200) y fases mdviles Eter de petréleo-Acetato de etilo-Metanol (desde 9-1-0 hasta
2-7-1,) y Acetato de etilo-Diclorometano (10-0 hasta — 2:8) obteniendo 156 fracciones que
al ser chequeadas por CCD se reunieron en 18 fracciones finales, de las cuales las
fracciones 6 (429,9 mg) y 9 (534,5 mg) concentraron los mayores contenidos de
metabolitos con actividad frente a DPPH, Acetilcolinesterasa y Reactivo de Dragendorff,
por lo que el proceso de purificacion se centro en ellas. 430 mg de FB6 fueron fraccionados
por cromatografia en columna como se describié previamente (Fase Estacionaria: silica
gel, Fase Movil: Acetato de etilo-Diclorometano-Metanol (10-0-0 hasta — 1:8:1), de este
procedimiento se colectaron 35 fracciones reunidas en 6 fracciones finales de las cuales
FB6-4 correspondié a un sdlido color amarillo y peso 20,6 mg denominado C3. La fraccion
FB9 (534 mg) se fracciono por cromatografia en columna con silica gel y fase movil
Tolueno-Diclorometano-Metanol (5:5:0 a 0:5:5) obteniendo 24 fracciones que tras chequeo
en CCD se reunieron en 4 fracciones finales, de las cuales solamente la fraccion nimero
3 (98 mg) dio prueba positiva de alcaloides junto con actividad antioxidante y
anticolinérgica por lo que se continu6 con su purificacion. Para ello se us6 una CC usando
como fase estacionaria Sephadex LH-20 y como fase movil metanol, logrando el
aislamiento, nuevamente, del compuesto C3 (16,7 mg). En la Figura 2-3 se representa el

procedimiento seguido para la purificacion de FB y aislamiento de los compuestos C3.
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| FE 4g

C.F.N.

EP:AE:M (10:0:0 - 0:9:1)
130 FRACCIONES

CCD 14 FRACCIONES

EVALUACION DE ACTIVI

DAD BIOLOGICA in-vitro

I FE4 (512 mg) |

C.F.N.

EP:AE:M 9:1:0 - 3:6:1
20 FRACCIONES

CCD 7 FRACCIONES

| FES (387 mg) I

I FE6 (385 mg) I

I C1 (6,4 mg) |

C.F.N.

EP:AE:M 9:1:0 - 6:3:1
30 FRACCIONES

CCD 10 FRACCIONES

IFE5—3 (102 mg)l

C.F.N.

EP:AE:M 9:1:0 - 6:3:1
30 FRACCIONES

CCD 10 FRACCIONES

I C2 (19,2 mg) |

C.F.N.
T:AP9:1-2:8

33 FRACCIONES
CCD 9 FRACCIONES

C3 (22,2 mg)
C4 (14,6 mg)

Figura 2-2. Esquema general de la purificacion de FE y aislamiento de compuestos C1 a

C4.
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FB 5g

C.F.N.

EP:AE:M (9:1:0 - 2:7:1)
156 FRACCIONES

CCD 18 FRACCIONES

EVALUACION DE ACTIVIDAD BIOLOGICA in-vitro
|

FB6 (430 mg) I FBI (534 mg) |

C.F.N. C.F.N.
AE:DM:M 10:0:0 - 1:8:1 T:DM:M 5:5:0 - 0:5:5
35 FRACCIONES 24 FRACCIONES
CCD 6 FRACCIONES CCD 4 FRACCIONES

C3 (20,6 mg) I

I FB9-3 (98 mg) I

Sephadex LH-20 en MeOH
30 FRACCIONES
CCD 10 FRACCIONES

Figura 2-3. Esquema general de la purificacién de FB y aislamiento de compuestos C3.

2.5. Ildentificacion de los Metabolitos Aislados

La elucidacion estructural de los cinco compuestos obtenidos, fueron determinadas por
medio del analisis de sus espectros RMN de hidrogeno y carbono (APT) y su posterior

comparacion con datos reportados en literatura para aquellos previamente reportados. En
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el caso de los compuestos nuevos, adicionalmente se usaron los experimentos COSY,
HMBC y HMQC.

2.5.1. Screening de actividad Antioxidante, Anticolinergica y
presencia de alcaloides: Bioautografia directa en capa

delgada

La evaluacion de la actividad antioxidante y presencia de alcaloides se realizdé por el
método de bioautografia directa en placa; el ensayo se hizo utilizando placas de aluminio
para cromatografia en capa delgada recubiertas de Silica Gel 60 F254. Se estudiaron las
fracciones procedentes del reparto con solventes, las fracciones obtenidas tras la
separacion con CC y los metabolitos puros, ademas se incluyé como control negativo el
solvente de dilucién y como controles positivo Quercetina para antioxidantes y Berberina
para alcaloides; los sistemas de elucidn corresponden a mezclas de polaridad variable (alta
(CHCI3: MeOH) y baja (Hexano: AcOIsP) y se desarrollaron tres placas de cada fraccion

y/o metabolitos incluyendo los respectivos controles.

Las placas se secaron a temperatura ambiente para remover el solvente de elucion y se
asperjaron, la primera con solucion etanolica de DPPH al 0,2%, la segunda con solucion
de B-caroteno en cloroformo 0,05% vy la tercera con reactivo Dragendorff. Las placas se
dejan en reposos hasta desarrollar el color correspondiente. Para la prueba de B-caroteno,
se requiere que la placa sea expuesta a radiaciéon UV de 365 nm hasta la decoloracion

total del fondo de la placa.

Para la bioautografia con acetilcolinesterasa, se usaron placas de vidrios recubiertas con
Silica Gel 60 F254, al igual que en el procedimiento anterior, se estudiaron las fracciones
obtenidas de la extraccién liquido-liquido, las fracciones obtenidas en algunas de las CC,
los metabolitos puros junto con los controles negativo (solvente) y positivo (Fisostigmina)
y se eluyeron con el sistema de solventes mas adecuado. Antes de continuar con el ensayo

es necesario asegurar que el solvente de elucién se ha eliminado por completo.

Las placas se asperjan con solucion de acetilcolinesterasa de 3 U/mL en buffer fosfato/BSA
y se incuba a 36°C por 30 minutos. Finalizado el tiempo de incubacién y una vez las placas

estuvieron secas, se asperjaron con solucion etandlica de acetato de o-naftil de
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concentracion 2,5 mg/mL y se incubar nuevamente 30 minutos a 36°C. Por ultimo, las
placas fueron retiradas de la incubadora, se dejaron secar y se asperjaron con solucion

acuosa de Fast Blue de concentracién 2,5 mg/mL.

2.5.2. Ensayos de Determinacion de actividad biolégica in-vitro

2.5.21. Determinacién de la capacidad antioxidante 1%
2.5.2.1.1. Ensayo del radical libre 2,2-difenil-1-picrilhidracilo
(DPPH)

La evaluacion de la actividad antioxidante mediante el método fotocolorimetrico del radical
libre estable DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazilo) por micro-dilucién, se llevé a cabo
preparando soluciones de prueba en concentraciones variables entre 10 ug/mL y de 100
ug/mL en metanol (fracciones procedentes de extraccion liquido — liquido, fracciones de
CC) y se tomaron alicuotas de 10 uL junto con 190 uL de solucién de DPPH metandlico
0.1mM en microplacas de 96 pozos. La absorbancia de las muestras se determiné en un
lector de placas Elisa Metertech M965 a 490 nm, trascurridos 30 minutos desde el inicio
de la reaccion. Todas las soluciones se prepararon por ftriplicado en tres ensayos
diferentes. Como control negativo se usan 10 uL de metanol y como control positivo se usé
patron de Quercetina (10 uL) en concentraciones de 10 ug/mL y 100 ug/mL manteniendo

las mismas condiciones previamente descritas.

La capacidad de eliminar o captar el DPPH* (% de inhibicién) se calculé utilizando la Ec.
2-1

1%: (1 -[(AO - A1)/ AO] ) x 100 Ec. 2-1

donde A0 es la absorbancia del control negativo y A1 es la absorbancia de muestra. El
procedimiento descrito anteriormente se aplicé de forma analoga con los compuestos

purificados, salvo que las concentraciones de trabajo fueron 1 ymol/L y de 10 ymol/L.
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2.5.2.1.2. Ensayo de blanqueamiento de 3-caroteno

Este ensayo también se desarrollé por el método de microdilucion en palca. Para la
preparacion de la emulsién se tomaron 10 mg de acido linolénico, 100 mg de Tween 80
(monopalnitato de polioxietilén sorbitdl), a continuacion, se mezclé con 500 uL de solucién
de B-caroteno en cloroformo 0.05 %. El cloroformo se eliminé a presion reducida y la

solucion resultante se diluyo inmediatamente con 20 ml de agua destilada.

Se prepararon soluciones de prueba en concentraciones de 10 pg/mL y de 100 ug/mL en
metanol de cada una de las fracciones obtenidas por extracciéon liquido — liquido y se
tomaron alicuotas de 20 pL junto con 230 uL de emulsién La absorbancia de las muestras
se ley6 inmediatamente (t = 0) a 490 nm en un lector de placas Elisa Metertech M965, y a
intervalos de 6 min durante 3 h (t = 10) manteniendo las placas a 50°C. Todas las
soluciones se prepararon por duplicado en tres oportunidades. Como control negativo se
usarén 20 puL de metanol, el blanco se prepara mezclando 20 pl de metanol y 230 pL de
emulsion que no contenia B-caroteno y finalmente el control positivo se preparé mezclando

20 pL Quercetina 10 pg/mL y de 100 pg/mL manteniendo las mismas condiciones.

La capacidad de inhibicion del blanqueamiento o degradacion de p-caroteno (% AA) se

calculd utilizando la Ec. 2-2
AA =100 [1- (Ao-At) / (Aoo-Aot)] Ec. 2-2

donde Ao y Aoo es la absorbancia medida al comienzo de la incubaciéon para muestras y
control respectivamente. At y Aot es la absorbancia de las muestras y el control después

de la incubacion durante 180 minutos, respectivamente.

El procedimiento descrito anteriormente se aplicé de forma analoga con los compuestos

purificados, salvo que las concentraciones de trabajo fueron 1 umol/L y de 10 umol/L.

2.5.2.2. Ensayo de inhibicion de Acetilcolinesterasa vy

Butilcolinesterasa

Para el desarrollo de la prueba de inhibicién de las enzimas Acetilcolinesterasa (AChE) y

Butilcolinesterasa (BChE), se hicieron diluciones seriadas de fracciones con
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concentraciones finales de 1 y 10 pg/mL y de los compuestos puros en concentraciones
finales entre 1,0 y 10 ymol/L en PBS pH 8.0.

En una placa de 96 pozos se adicionan por pozo 50 ul de solucién de ensayo y 50 pl de
enzima a la concentracion de trabajo 0,02 M (AChE), a continuacioén, se hace la incubacion
de las placas por 30 minutos a 37°C; transcurrido este tiempo, se adicionan 50 pl de la
mezcla sustrato Acetilcolina (ATCI)—Revelador acido 5, 5'-ditiobis- 2-nitrobenzoico (DTNB)
y se mide la absorbancia a 412 nm a intervalos de 1 minuto en un lector de microplacas
marca Metertech M965. Como control negativo se uso el solvente de dilucion, y como
control positivo se uso6 Fisostigmina bajo las mismas proporciones, cada ensayo se realiza
por triplicado. EIl calculo de la inhibicion se realiz6 usando la Ec. 2-3. El ensayo de la
enzima butilcolinesterasa se desarroll6 de forma anédloga salvo que el sustrato usado fue
Butiriltiocolina (BTCI).

%In = [ (1 = ((Pmx — Pc+) / (Pc- — Pc+))] x 100 Ec. 2-3

Donde Pmx, corresponden a la pendiente corregida de la muestra, Pc+ pendiente

corregida del control positivo y Pc- pendiente corregida del control negativo.
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3. Resultados y Discusion

3.1. Estudio fitoquimico de la raiz de Zanthoxylum

caribeaum

El fraccionamiento y purificacion guiada por actividad biolégica (antioxidante y
anticolinérgica) de metabolitos secundarios a partir del extracto etandlico de raiz
Zanthoxylum caribeaum y en particular de las fracciones obtenidas usando acetato de etilo
y n-butanol, condujo al aislamiento e identificacién de 4 compuestos puros (Figura 3-1).
Estos compuestos corresponden a 3 alcaloides tipo quinolina C1, C2 y C3, el primero C1
denominado 6,8-dimetoxi-2-H-1-quinolin-2-ona, C2 corresponde a 3-((1-metilciclopentil)
amino) quinolin-2(1H)-ona y C3 identificado como 3H-10A4-pirrolol[1,2-a]quinolin-3-ona,
estos alcaloides poseen nucleo quinolinico lo que esta en concordancia con los cientos de
reportes de este tipo de metabolitos en diversos géneros de la familia Rutaceae, incluyendo
el Zanthoxylum (da Silva, Fernandes, Forim, Vieira, & de Sa, 2013); la estructura y los
nombres de los alcaloides aislados fueron buscados en bases de datos como Science
Direct, Scielo y SciFindre, pero no se encontraron coincidencias, por lo que no es posible

comparados los datos espectroscépicos con reportes bibliograficos.

Por otra parte, el compuesto C4 se identific6 como &cido antranilico (acido 2-
aminobenzoico), en este caso su estructura si pudo ser confirmada por comparacién con
los datos espectroscopicos reportados en Yang et al 2012; la literatura relacionada con
este metabolito, en su mayoria, muestran que se aisla con mas frecuencia de hongos y
bacterias, pero su presencia en Z. caribaeum no es de extranar ya que este metabolito es
el precursor de alcaloides tipo quinolina, ademas de otros metabolitos importantes en las
plantas como el Triptéfano (Dreyer & Brenner, 1980) (da Silva, Fernandes, Forim, Vieira,
& de S3, 2013).

Cabe resaltar que los 4 compuestos aislados, no han sido reportados previamente en la

especie Zanthoxylum caribaeum, asi como tampoco en el género, siendo este su primer
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reporte de composicion, aportando al conocimiento quimico de la especie y aunque el
compuesto C4 en ampliamente conocido, no se habia reportado su aislamiento en
especies del género Zanthoxylum, sin embargo es un hallazgo interesante, ya que este
metabolito es el precursor biosintético de los alcaloides quinolinicos, los cuales es muy
comunes en el género. En el numeral 3.1.1, se describe la elucidacién estructural de los

compuestos aislados.

1
o) 5 4 5 : NH
Y 7Y O
T 1# 7 1
N~ Yo : N 0
H
o0 c2
H,C
C1
O
G
: <~ ™OH
4
3 ? NH2
C4

Figura 3-1. Compuestos asilados de la raiz de Z. caribaeum.

3.1.1. Elucidacion estructural del compuesto 1

El compuesto C1 se obtuvo como un sélido cristalino de color amarillo claro con punto de
fusién de 125 - 127°C, presenta respuesta positiva frente al reactivo de Draguendorff
especifico para alcaloides; algunos datos espectroscopicos y constantes fisicas son

resumidas en la tabla 3.1.

El espectro RMN 1H (Figura 3-2), presenta sefiales que integran para un total de 10
hidrogenos, identificadas en dos grupos principales asi: 6H 4,17 (s, 6H) caracteristica de
grupos metoxilos (-OCH3) y en dH 6,27 (d, J = 9,82 Hz, H-4), dH 7,00 (d, J = 2,06 Hz, H-
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5), 6H 7,63 (d, J = 2,04 Hz, H-7) y 6H 8,13 (d, J = 9,85 Hz, H-3) todas senales

caracteristicas de grupos metinos (-CH) en cadenas aromaticas.

Figura 3-2. Espectro RMN 1H Compuestos C1
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Tabla 3.1. Datos espectroscépicos y constantes fisicas de C1
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Nombre: 6,8-dimetoxi-2-H-1-quinolin-2-ona

Estado Fisico: Solido cristalino color amarillo claro

Punto de fusion: 125 - 127 °C

Formula molecular: C11H11NO3

RMN "H (400 MHz, CDCl3): 5H 4,17 (s, 6H, -OCHs3), H 6,27 (d, J = 9,72 Hz, H-4), 5H 7,00 (d, J = 2,26 Hz,
H-5), 8H 7,63 (d, J = 2,26 Hz, H-7) y 8H 8,13 (d, J = 9,79 Hz, H-3)

APT (100 MHz, CDCls): 5C 61.3 (-OCHs), 62,2(-OCHs); (-CH) (5C 105,6 (C-5), 113.3 (C-4), 139,9 (C-3) y
145,6 (C-7); (C) (5C 108,1 (C-4"), 128,4 (C-8), 144,2 (C-6), 149,0 (C-8") y 160,8 (C=0)

El espectro de APT (Figura 3-3) se observan 11 sefales para carbonos correspondientes
a 2 metoxilos (-OCH3) (6C 61.3 y 62,2); 4 metinos (-CH) (6C 105,6 (C-5), 113.3 (C-4), 139,9
(C-3)y 145,6 (C-7)) y 5 carbonos cuaternarios (C) (6C 108,1 (C-4"), 128,4 (C-8), 144,2 (C-
6), 149,0 (C-8") y 160,8 (C=0). De las senales observadas, 8 son caracteristicas de



50 Estudio fitoquimico del extracto etandlico de raiz de Zanthoxylum caribaeum (Rutaceae) y obtencién de
metabolitos secundarios con posible actividad neuroprotectora aplicable en el tratamiento de la
enfermedad de Alzheimer

carbonos aromaticos teniendo en cuenta sus desplazamientos, dos corresponden a
carbonos de tipo alifatico que por sus desplazamientos estan unidos a un anillo aromatico
formando un eter. Otra sefal importante se encuentra a 6C 160,77 que por su

desplazamiento corresponde a un grupo carbonilo (C=0) alfa — beta insaturado.

Figura 3-3. Espectro APT Compuestos C1
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El espectro COSY 1H - 1H (Figura 3-4) permiti6 determinar correlaciones escalares
existentes entre los protones ubicados sobre carbonos unidos directamente entre ellos (C-
C); es asi como se observa la correlaciéon entre los protones de los metinos 6,27 (d, J =
9,82 Hz, H-4) y 6H 8,13 (d, J = 9,85 Hz, H-3) y su constante de acoplamiento indica una
sustitucion orto sobre el anillo aroméatico. La correlacién observada se da entre los metinos
en dH 7,00 (d, J = 2,16 Hz, H-5) y dH 7,63 (d, J = 2,04 Hz, H-7) y su constante de

acoplamiento sefiala una sustitucion meta.

El experimento HMQC (Figura 3-5), permite establecer la conexion entre un carbono y sus
respectivos protones. Las conexiones establecidas son las siguientes: protones dH 4,18
(s, 6H) conectados a los carbonos 6C 61,32 y 62,21 correspondientes a los de los grupos
metoxilo; el protén con 6H 6,27 (d, J = 9,82 Hz, H-4) conectado con el carbono 8C 113,39
(C-4) correspondiente a metileno; el proton con 6H 7,00 (d, J = 2,16 Hz, H-5) unido a

carbono dC 105,6 (C-5) correspondiente a un segundo metino, el protén con 6H 7,63 (d, J
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= 2,04 Hz, H-7) unido con el carbono &C 145,6 (C-7) correspondiente a un tercer metino y
por ultimo el protén con 6H 8,13 (d, J = 9,85 Hz, H-3) conectado con el carbono 6C 139,9

(C-3) correspondiente a un cuarto metino; todos los protones son de tipo aromatico.

Figura 3-4. Espectro COSY 1H - 1H Compuestos C1
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El experimento HMBC (Figura 3-6), permitid establecer correlaciones a larga distancia
entre carbonos y protones, y asi establecer la posicion de los sustituyentes, los fragmentos
propuestos y los carbonos cuaternarios dentro de la estructura de la molécula. De las
sefales obtenidas en este espectro se observan las siguientes correlaciones: los protones
de los grupos metoxilo dH 4,17 (s, 6H) correlacionan con los carbonos 6C 128 y 144 como
sustituyentes del anillo aromatico; los protones en dH 6,27 (d, J = 9,82 Hz, H-4)
correlacionan con los carbonos 6C 105 y 160; los protones con dH 7,00 (d, J = 2,16 Hz, H-
5) correlacionan con los carbonos 6C 113, 144 y 149; los protones con dH 7,63 (d, J = 2,04
Hz, H-7) correlacionan con los carbonos 6C 113 y 149; y finalmente los protones con dH
8,13 (d, J = 9,85 Hz, H-3) correlacionan con el 6C 160.

El analisis de los espectros RMN 'H, APT y bidimensionales permitio establecer que el

compuesto C1 corresponde a 6,8-dimetoxi-2-H-1-quinolin-2-ona (Figura 3-1, C1).

Figura 3-5. Espectro HSQC 1H — 13C Compuestos C1



52 Estudio fitoquimico del extracto etandlico de raiz de Zanthoxylum caribaeum (Rutaceae) y obtencién de
metabolitos secundarios con posible actividad neuroprotectora aplicable en el tratamiento de la
enfermedad de Alzheimer

= It RS, s R S P e i

JIMGFE10A2B21 (RMN-F-281) BBO.8.1.2rr
Muestra IMGFE10A2B21 (RMN-F-281) BBO: o
Neo Avance HSQC-CDd3
09 de Agosto de 2019

¥ 60

4.18-61.3 t70
_ 4.18-62.2 Lan

fL (ppm)

7.00 105.6 [

F110
® 6.27-113.4

120
130

« 7.63-145.6 140

8.13-139.9 -

T ——T T T T T T T T T T —T T T T T
95 90 85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 3.0 25 20 15 L0
2 (ppm)

Figura 3-6. Espectro HMBC 1H — 13C Compuestos C1
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3.1.2. Elucidacién estructural del compuesto 2

El compuesto C2 se obtuvo como un sélido amorfo de color amarillo con punto de fusion
de 212 - 213°C, presenta respuesta positiva frente al reactivo de Draguendorff especifico

para alcaloides.

Tabla 3.2. Datos espectroscopicos y constantes fisicas de C2

Nombre: 3-((1-metilciclopentil) amino) quinolin-2(1H)-
ona
5 4 MH H
i Estado Fisico: solido amorfo de color amarillo
& TR 3
Punto de fusién: 212-213°C
7 1
5 H e Formula molecular: C1sH17N20

RMN "H (400 MHz, CDCl3): 5 ppm 0.81 - 1.01 (m, 3H, -CHa) 1.19 - 1.35 (m, 8H, -CHz), 5.39 (s, 1H, NH),
7.37 - 7.50 (m, 3H, H4, H5, H6), 7.58 (m, 1H, H7), 8.11 (br d, J=7.75 Hz, 1H, H8)

APT (100 MHz, CDCls): 5C 14,1 (-CHs), 29,7 (-CHz); 32.2 (-CHz); 5C 66,7 (C-N) C3), 5C 128.2 (C6), 128,4
(C5), 128,6 C4), 129,7 (8), 133,0 (C7); 5C 136.0 (C4’); 5C 145.7 (C8'); 166,1(-C=0) (C2)

El espectro RMN 1H (Figura 3-7), presenta sefiales que integran para un total de 16
hidrégenos, identificadas asi: 8H 0,91 (m, 3H, CHs) caracteristica de grupos metilo (-CH3),
en dH 1.19 - 1.35 (m, 8H), se observa una sefial muy compleja caracteristica de grupos
metileno (-CH2) en sistemas ciclicos, 6H 5,39 (s, 1H) relacionad con la presencia de grupo
H unido a heteroatomo (-NH) y finalmente las sehales ubicadas en d6H 7.37 - 7.50 (m, 3H,
H4, H5 y H6), 6H 7,58 (m, 1H, H7) y &H 8,11 (d, J = 7,63Hz, 1H), todas sefiales

caracteristicas de grupos metinos (-CH) en compuestos aromaticos.

En el espectro de APT (Figura 3-8) se observan 5 sefiales de carbonos distribuidos asi: 1
sefal de grupo metilo (-CH3) (dC 14.10); 1 sefal correspondiente a grupo metileno (-CH2)
e 0C 29,70; 5 sefiales correspondientes a grupos metinos (-CH) (6C 128.2 C6, 128.4 C5,
128.60 C4, 129.7 C8 y 133,0 C7) y finalmente 2 carbonos cuaternarios (C), el primero
correspondiente a un carbono enlazado a heteroatomo (8C 66.70 C3) y otro caracteristico

de grupos carbonilo C=0 en dC 161,4.
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Figura 3-7. Espectro RMN 1H Compuestos C2
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Figura 3-8. Espectro RMN APT Compuestos C2
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El espectro COSY 1H - 1H (Figura 3-9) permiti6 determinar correlaciones escalares

existentes entre los protones ubicados sobre carbonos unidos directamente entre ellos (C-
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C); es asi como se observan dos correlaciones, la primera entre los protones con
desplazamiento 6H 5,39 (s, 1H (NH)) y 6H 7,37 — 7,50 (d, J = 7,20 Hz, H4) y una segunda
entre los metilenos en 6H 7,37 — 7,50 (d, J = 7,20 Hz, 2H) y 6H 8,11 (d, J = 7,8 Hz, 1H.

Figura 3-9. Espectro COSY 1H - 1H Compuestos C2
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Figura 3-10. Espectro HSQC 1H — 13C Compuestos C2
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El experimento HMQC, permite establecer la conexion entre un carbono y sus respectivos
protones. Las conexiones establecidas son las siguientes: protones en 6H 0,81 — 1,01
conectados al carbono 6C 14.10 (CH3) correspondiente a grupo metilo; los protones con
oH 1,19 — 1,35 estan conectados con el carbonos dC 29.7 correspondiente a grupos
metilenos (CH2) en el ciclopentano; los protones con 8H 7,37 — 7-50, se encuentran unidos
con los carbonos en 6C 128.2, 128.4 y 128.60 y por ultimo el protdn con dH 8,11 esta unido
a carbono d6C 129.7 (Figura 3-10).

Figura 3-11. Espectro HMBC 1H — 13C Compuestos C2
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El experimento HMBC, permitié establecer correlaciones a larga distancia entre carbonos
y protones, y asi establecer la posicion de los sustituyentes, los fragmentos propuestos y
los carbonos cuaternarios dentro de la estructura de la molécula. De las sefales obtenidas
en este espectro se observan las siguientes correlaciones: los protones ubicados en 0.81
—1.01 correlacionan con los carbonos 8C 22 y 32; este ultimo carbono no se vio reflejado
en el espectro APT y corresponde a carbono de grupo metileno (CH2)del ciclopentano. Los

protones con dH 1.19 — 1.35 correlacionan con los carbonos 8C 29.7 y 147.5, este ultimo
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carbono corresponde a un carbono cuaternario no evidente en espectro APT. El protén con
OH 5,39 correlacionan con los carbonos 6C 128,2, 136 y 166; estos dos ultimos carbonos
no se observaron en el espectro APT y corresponden a carbonos cuaternario, el ultimo con
desplazamiento quimico 166 corresponde a un carbono unido a oxigeno o grupo carbonilo;
los protones del multiplete con &H 7,3 — 7.5 correlacionan con los carbonos ubicados entre
128 y 131 asi como con el carbono cuaternario de 136. El protén con desplazamiento
quimico 7,58 correlaciona con el carbono en 129.7 y finalmente le proton con dH 8,11

correlacionan con los carbonos con 8C 129.7, 136 y 166 (Figura 3-11).

El analisis de los espectros IR, RMN 1H, APT y bidimensionales permitié establecer que
el compuesto C2 corresponde a 3-((1-metilciclopentil) amino) quinolin-2(1H)-ona (Figura
3-1).

3.1.3. Elucidacién estructural del compuesto 3

El compuesto C3 se obtuvo en tres ocasiones durante el proceso de purificacion; a partir
de FE6 como un sélido amorfo color crema, de FB6 como un sdlido Blanco cristalino y de
FB9 como un sélido cristalino en forma de agujas. Su punto de fusién de 199 - 201°C, y en
los 3 casos presentd respuesta positiva frente al reactivo de Draguendorff confirmando su
nucleo alcaloidal. Algunos datos espectroscépicos y constantes fisicas son resumidos en
la tabla 3.3.

Tabla 3.3. Datos espectroscopicos y constantes fisicas de C3

Nombre: 1-H-10A*pirrolo-[2,1-a]-quinolin-1-ona

Estado Fisico: Solido amorfo color crema

Punto de fusién: 199-201°C

Formula molecular: C12HsNO

RMN "H (400 MHz, CDCl3): 5H 7,02 (d, J = 9,8, H-3), dH 7,57 (td, J = 7,6Hz y1,0,Hz, H-7), 5H 7,74 (dt, J =
8,9 Hz — 7,4Hz, H-6), 5H 8,01 (d, J = 5,0 Hz, H-3'), 3H 8,06 (d, J = 9,8 Hz, H-4’ Ar), 5H 8,15 (d, J = 7,6 Hz
y 1.0 Hz, H-8) 3H 8,71 (d, J = 8,4 Hz y 1.0 Hz, 1H, H-5), 5H 8,86 (d, J = 5,0 Hz, H-4’)

APT (100 MHz, CDCl3): 5C 116,4 (C3') 117,4 (C5) 122,8 (C8) 124,5 (C4” Ar) 125,7 (C7) 129,0 (C3), 130,9
(C6) 132,2 (C2) 136,4 (C8) 139,7 (C3) 145,9 (C4’) 159,7 (C=0)
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El espectro RMN 1H (Figura 3-12), presenta sefiales que integran para un total de 8
hidrégenos, distribuidas asi: 6H 6,99 (d, J = 9,8, H-3), 6H 7,58 (id, J = 7,6Hz y1,0,Hz, H-
7), 0H 7,74 (dt, J = 8,9 Hz — 7,4Hz, H-6), 6H 8,01 (d, J = 5,0 Hz, H-3’), dH 8,06 (d, J = 9,8
Hz, H-4), 6H 8,17 (d, J = 7,6 Hz y 1.0 Hz, H-8) dH 8,53 (d, J = 8,4 Hz y 1.0 Hz, 1H, H-5),
OoH 8,77 (d, J = 5,0 Hz, H-4’) todas senales caracteristicas de grupos metinos (-CH) en

anillo aromaticos.

El espectro de APT (Figura 3-13) se observan en total 12 sefiales, 11 de las cuales son
caracteristicas grupos metinos (-CH) aromaticos teniendo en cuenta sus desplazamientos
ubicados en: 8C 116,4 (C3’) 117,4 (C5) 122,8 (C8) 124,5 (C8") 125,7 (C7) 129,0 (C3),
130,9 (C6) 132,2 (C2), 136,4 (C4’ Ar) 139,7 (C4), 145,9 (C4’) y la ultima sefal se observa

en 8C 159,7 correspondiente a un grupo carbonilo (C=0).

Figura 3-12. Espectro RMN 1H Compuestos C3
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El espectro COSY 1H - 1H (Figura 3-14) permitié determinar correlaciones escalares
existentes entre los protones ubicados sobre carbonos unidos directamente entre ellos (C-
C); es asi como se observa la correlacién entre los protones de los metinos 6H 7,02 (d, J
= 9,8, H-3) y 6H 8,06 (d, J = 9,8 Hz, H-4’ Ar) y su constante de acoplamiento indica una
sustitucion orto sobre el anillo aromatico. Otra correlacion es observada entre los metinos
en oH 8,01 (d, J = 5,0 Hz, H-3') y dH 8,86 (d, J = 5,0 Hz, H-4’) y su constante de
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acoplamiento sefala una sustitucion orto. Se presenta correlacion entre las sefales
ubicadas en 6H 7,57 (id, J = 7,6Hz y 1,0,Hz, H-7) con las senal en &dH 7,57 (id, J = 7,6Hz
y1,0,Hz, H-7) y 6H 8,15 (d, J = 7,6 Hz y 1.0 Hz, H-8) las dos en posicion orto y finalmente
se observa una ultima correlacion orto entre las sefiales ubicadas en 6H 7,74 (dt, J = 8,9
Hz — 7,4Hz, H-6) y 6H 8,71 (d, J = 8,4 Hz y 1.0 Hz, 1H, H-5).

Por medio del experimento HSQC se establecieron las conexiones entre los atomos de
carbono y sus respectivos protones. Las conexiones establecidas son las siguientes:
protén en dH 7,02 (H-3) conectado con carbono en 8C 129,0 (C3); protén en 6H 7,57 (H-
7) conectado con carbono en 125,7 (C7); protén en 8H 7,74 (H-6) conectado con carbono
en 6C 130,9 (C6); protén en 6H 8,01 (H-3’) conectado con carbono en 6C 116,4 (C3);
protén en dH 8,06 (H-4) conectado con carbono en 8C 139,7 (C4); protén en &H 8,15 (H-
8) conectado con carbono en 8C 122,8 (C8); proton en dH 8,71 (H-5) conectado con
carbono en 6C 117,4 (C5) y finalmente el protén en dH 8,86 (H-4’) conectado con carbono
en dC 145,9 (C4’) (ver Figura 3-15).

Figura 3-13. Espectro APT Compuestos C3
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Del experimento HMBC se establecieron las correlaciones a larga distancia (dos o tres
enlaces) entre carbonos y protones, y asi establecer la posicion de los sustituyentes, los

fragmentos propuestos y los carbonos cuaternarios dentro de la estructura de la molécula.
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De las sefiales obtenidas en este espectro se observan las siguientes correlaciones: el
protén con dH 7,02 (H-3) correlacionan con el carbono 136,4 (C4’), proton en 6H 7,57 (H-
7) correlacionan con los carbonos en 117,4 (C5) y 124,5 (C8"), proton 6H 7,74 (H-6)
correlaciona con carbonos en 122,8 (C8) y en 136,4 (C4’ Ar), protéon en 6H 8,01 (H-3')
correlaciona con carbonos en 132,2 (C2) y 6C 159,7 (C=0), protén en dH 8,06 (H-4)
correlaciona con carbono en 132,2 (C2), el proton en dH 8,15 (H-8) correlaciona con
carbonos en 130,9 (C6) y 136,4 (C4’ Ar), protén e dH 8,71 (H-5) con carbono en 124,5
(C8") y finalmente el proton en dH 8,86 (H-4') correlaciona con el carbono en 132,2 (C2)
(Figura 3-16).

Figura 3-14. Espectro COSY 1H - 1H Compuestos C3
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El analisis de los espectros RMN 1H, APT y bidimensionales permitié establecer que el

compuesto C3 corresponde a 1-H-10A*-pirrolo-[2,1-a]-quinolin-1-ona (Figura 3-1). Todos

los espectros previamente descritos son mostrados a continuacion.
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Figura 3-15. Espectro HSQC 1H — 13C Compuestos C3
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Figura 3-16. Espectro HMBC 1H — 13C Compuestos C3
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3.1.4. Elucidacion estructural del compuesto 4

El compuesto C4 se obtuvo como un sélido cristalino de color naranja con punto de fusion
de 145 - 148°C y fuerte fluorescencia azul-violacea bajo radiacion UV de onda larga; en la
tabla 3-4, se presenta un resumen de datos espectroscépicos junto con algunas constantes

fisicas.

Tabla 3.4. Datos espectroscopicos y constantes fisicas de C4

0] Nombre: Acido 2-aminobenzoico

C4

Estado Fisico: Solido cristalino color naranja

Punto de fusion: 145 - 148°C

Formula molecular: C7H4NO2

RMN 'H (400 MHz, CDCI; &H 3,52 (s, 1H, -NH), 3H 6,70 (m, 2H, H3 Y H5), 8H 7,34 (ddd, J =
8,6 Hz, 7,1 Hz, 1,7 Hz, 1H, H4), 6H 7,96 (dd, J = 8,1 Hz y 1,7 Hz, 1H, H6)
APT (100 MHz, CDCl3): 5C 109,5 (-C) 116,5 (-CH) 118,8 (-CH) 132,1 (-CH) 135,1 (-CH) 151,1
(-C)173,4 (-C)
El espectro RMN 1H (Figura 3-17), presenta sefiales que integran para un total de 5

hidrogenos, con sefiales en: dH 3,52 (s, 1H, -NH), dH 6,70 (m, 2H, H3 Y H5), 6H 7,34 (ddd,
J=8,6 Hz, 7,1 Hz, 1,7 Hz, 1H, H4), 6H 7,96 (dd, J = 8,1 Hz y 1,7 Hz, 1H, H6).

Figura 3-17. Espectro RMN 1H Compuestos C4

JMG-C17 (RMN-G-795) BBOQ fidk 0 2 2 I X S MR NSHS2STSS
IMG-C17 (RMN-G-795) BBOS nnmnnnhmon e sd s sscb o
Neo Avance TH-CDCI3 o ket e
07 de Diciembre de 2020

352

45000
40000
35000

[ !
| ——h
AFdd) TEIRE
7.96 79.34 [ d7o|
|

30000

25000

20000

s)
3s2

+15000

10000

F-so00

o

9.997
Wl =

n

9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.0 25 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0



Capitulo 3 63

El espectro de APT (Figura 3-18) se observan 7 sefales para carbonos correspondientes
a: 4 metinos (-CH) con 8C 116,5 (C3), 118,8 (C5), 132,1 (C6), 135,1 (C4) y 3 carbonos
cuaternarios (C) con 6C 109,5 (C1), 151,1 (C2) y 173,4 (C=0 en acido carboxilico).

Figura 3-18. Espectro RMN APT Compuestos C4
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El espectro COSY 1H - 1H (Figura 3-19) permitié determinar correlaciones escalares
existentes entre los protones ubicados sobre carbonos adyacentes; es asi como se
observa la correlacion entre los protones de los metinos con desplazamiento quimico de
oH 6,70 (H5) y los ubicados en 8H 7,34 (ddd, J = 8,6 Hz, 7,1 Hz, 1,7 Hz, 1H, H4), y &H
7,96 (dd, J = 8,1 Hz y 1,7 Hz, 1H, H6), esta sefal corresponde a un multiplete debido a la
alta interaccion con protones en posicion orto y meta. La sefial con 6H 7,34 (ddd, J = 8,6
Hz, 7,1 Hz, 1,7 Hz, 1H, H4) correlaciona con las senale en 8H 6,70 (m, 2H, H3 Y H5) y con
la sefal en d6H 7,96 (dd, J = 8,1 Hz y 1,7 Hz, 1H, HB6), posiblemente con una constante de
acoplamiento meta con valor de 1,7 Hz, por ultimo, la sefial en dH 7,96 (dd, J = 8,1 Hz y
1,7 Hz, 1H, H6) acopla con las sefiales en &H 6,70 (m, 2H, H3 Y H5) con posibles acople
en posicion orto y para, y con la sefial en dH 7,34 (ddd, J = 8,6 Hz, 7,1 Hz, 1,7 Hz, 1H, H4)

en posicién neta con constante de acoplamiento de 7,1 Hz.
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Figura 3-19. Espectro COSY 1H - 1H Compuestos C4
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Figura 3-20. Espectro HSQC 1H — 13C Compuestos C4
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La conexion entre un atomo de carbono y sus respectivos protones para C$ se

establecieron usando los resultados del experimento HMQC, encontrando: protones con
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OoH 6,70 (m, 2H, H3 Y H5) estan conectados con carbonos ubicados en desplazamiento
quimico 116,5 (C3) y 116,8 (C5), proton con dH 7,34 (H4) esta conectado con carbono en
135,1 (C4) y protén en 6H 7,96 (H6) esta conectado con carbono en 132,1 (C6) (Figura 3-

20); todos los protones son de tipo aromatico.

Finalmente, el experimento HMBC, permitié establecer correlaciones a larga distancia
entre carbonos y protones, y asi establecer la posicion de los sustituyentes, los fragmentos
propuestos y los carbonos cuaternarios dentro de la estructura de la molécula. De las
sefales obtenidas en este espectro para C4 se observan las siguientes correlaciones: los
protones de los grupos metilo con dH 6,70 (H3 y H5) correlacionan con los carbonos 8C
116,5, 116,8, el proton en &H 7,34 (H4) correlacionan con los carbonos 6C, 132,1y 151.1
y finalmente el protén con 6H 7,96 (H6) correlacionan con los carbonos 8C 135,1, 151,1y
173,4 (Figura 3-21).

El analisis de los espectros IR, RMN 1H, APT y bidimensionales permitié establecer que
el compuesto C4 corresponde a Acido 2-aminobenzoico o Acido Antranilico (Figura 3-1)
(Yang, y otros, 2012).

Figura 3-21. Espectro HMBC 1H — 13C Compuestos C4
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3.2. Analisis Cromatografico (GC-MS) de Fracciéon n-Hexano

Teniendo en cuenta el aspecto fisico y perfil de CCD de la fracciéon n-hexano (600 mg)
obtenida de la particiéon con solventes del extracto etandlico de raiz de Zanthoxylum
caribaeum se procedio a su caracterizacion por CG-EM utilizando las condiciones descritas
en el numeral 2.1.1 El cromatograma obtenido se muestra la Figura 3-22; como se observa
en el cromatograma, la fraccién hexanica es bastante compleja. Para la determinacion de
la composicion de la fraccién FH se tomaron Unicamente los picos mas representativos, es
decir que tuvieras porcentajes de area superior al 1%; en total se consideraron 14
compuestos. En la Tabla 3-6 se muestran los tiempos de retencion junto con el valor del
pico de ion molecular (PIM) y el porcentaje de area (%A) que representa cada uno de los
compuestos en la fraccion. Con base en esta informacion y junto con la suministrad por los
espectros de masas obtenidos tras el analisis y comparaciéon con la base de datos del
equipo (NIST), se establecié que la mezcla contiene acidos grasos tales como acido
palmitico, acido linoleico y acido oleico; como se ha mencionado previamente, no existen
muchos estudios fitoquimicos hechos a Z. caribaeum, pero estos acidos han sido
reportados ampliamente en muchas especies vegetales incluidas las de la familia
Rutaceae y el género Zanthoxylum (Fei, Ma, Hu, & Wei, 2020) (Hou, Liu, & Wei, 2019);
también se identifica la presencia de los correspondientes esteres etilicos de los ya
mencionados acido grasos. Por otra parte, se observa que FH contiene 5 cumarinas
denominadas 6,7,8-trimetoxicromen-2-ona, 5-Metoxi-6,7-furanocumarina, 6-methoxy-8,8-
dimetilpirano[2,3-flcromen-2-ona o (Brayelina), 4,9-Dimetoxi-7H-furo[3,2-g]cromen-7-ona y
5-Metoxi-8,8-dimetil-10-(3-metil-2-butenil)-2H,8H-pirano[3,2-g]cromen-2-ona, que
tampoco han sido previamente reportadas para esta especie pero si se observa en otras
del mismo género (Zhanga, y otros, 2020); y finalmente se evidencia la presencia de un
alcaloide, el 6H-Indolo[3,2,1-de][1,5]naftiridin-6-ona o carnitin-6-ona aislada que tampoco
ha sido reportado previamente en Z. caribaeum, pero si en Z. paracanthum (Kaigongi, y
otros, 2020).
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Tabla 3-6. Compuestos mayoritarios en FH

Pico tr
1 35.912
2 36.479

PIM

256,2

284,3

%A

1,11

1,28

Asignacion
(NIST)

Acido palmitico

Etil palmitato

L
3000

ESTRUCTURA

i
H3c/\/\/\/\/\/\/\/[\OH



68 Estudio fitoquimico del extracto etandlico de raiz de Zanthoxylum caribaeum (Rutaceae) y obtencién de
metabolitos secundarios con posible actividad neuroprotectora aplicable en el tratamiento de la
enfermedad de Alzheimer
3 37.081 236,11 2,42 6,7,8- CHs
trimetoxicromen-2-
HaC_
ona () (0]
_0
H,C
4 37.820 216,17 1,49 5-Metoxi-6,7- O/CH3
furanocumarina
/
0 0" o
5 39.146 280,2 1,30  Acido Linoleico OH H,C N
=
6 39.272 2822 3,224  Acido oleico oH HaC
=
7 39.556 308,2 1,75 Etil linoleato y
= o~
8 39.676 310,2 3,26 Etil oleato
9 40.790 258,1 10,60 6-methoxy-8,8-
dimetilpirano[2,3-
flcromen-2-ona
(Brayelina)
10 40.940 246,1 6,28 | 4,9-Dimetoxi-7H-
furo[3,2-g]cromen-
7-ona
1 41.799 220,1 28,80 6H-Indolo[3,2,1-

de][1,5]naftiridin-6-
ona
(10-metoxy-

carnitin-6-ona)




Capitulo 3 69

12 45855 | 327,11 7,93 | 5-Metoxi-8,8-
dimetil-10-(3-metil-
2-butenil)-2H,8H-
pirano[3,2-

gJcromen-2-ona

13 46.303 327,1 1,29 No determinado mme
14 47.665 @ 326,0 @ 7,01 No determinado

Junto con los compuestos ya mencionados, también se observo la presencia de otros dos

metabolitos (picos 13 y 14) que no fueron determinados por la base de datos NIST.

3.3. Evaluacion de la actividad Biolégica

3.3.1. Evaluacion de la actividad antioxidante

Para determinar la capacidad antioxidante del extracto etandlico de raiz de Zanthoxilum
caribaeum, se desarrollaron 2 ensayos: la evaluacion en presencia del radical libre 2,2-
difenil-1-picrilhidracilo (DPPH) y el blanqueamiento de B-caroteno. Los resultados son

descritos a continuacion.

3.3.1.1. Ensayo del radical Ilibre 2,2-difenil-1-
picrilhidracilo (DPPH)

La evaluacién de la actividad antioxidante usando el método del radical libre DPPH* (2,2-
difenil-1-picrilhidracilo) se realizé por el método de microdilucién de acuerdo con las
condiciones descritas en la metodologia numeral 2.5.2.1.1 y se aplico al extracto crudo, a
las fracciones procedentes de la extraccion liquido — liquido y a los compuestos aislados

tras los diferentes procedimientos de cromatografia en columna.

El seguimiento al ensayo se realizd por medio de un lector de placas midiendo la
absorbancia a 490 nm (Figura 3.23 y 3-24) después de 30 minutos. La reaccion entre el

DPPH* y la sustancia antioxidante se pude representar como:
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Figura 3-23. Reaccién DPPH con antioxidante.

Figura 3-24. Caja de 96 pozos con el resultado obtenido para el ensayo de actividad
antioxidante frente a DPPH

En esta reaccion, se realiza el seguimiento a la disminucién de la absorbancia en funcion
del tiempo; Si en el medio de reaccidon no estan presentes sustancia de caracter
antioxidante, el radical DPPH* permanecera en su forma estable de color purpura y la
absorbancia se mantendra constante; de existir moléculas antioxidantes, el radical DPPH*
tomara un protén de dicha molécula y se transformara en DPPH-H de color amarillo, con
la consecuente disminucion de la absorbancia. A mayor pérdida de absorbancia a la
longitud de onda de trabajo, mayor sera el efecto antioxidante de la sustancia en estudio.
Para realizar el céalculo del % de captacion de radicales libres se aplicé la ecuacion 2-1 'y

los resultados son mostrados en la Figura 3-25.

Para este ensayo, se observa que todas las fracciones presentan una capacidad captadora
de radicales libres similar entre si a concentracion de 1 pug/mL aunque inferior a la del

patron Quecetina a la misma concentracion y que al aumentar la concentracion a 10ug/mL,
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los cambios no son muy significativos, excepto en las fraccién acetato de etilo (FE) y (FB)

cuyos porcentajes de inhibicion superan el 50%.

Figura 3-25. Resultados de Evaluacién de capacidad antioxidante frente a DPPH para
fracciones
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El valor ICsy definido como la cantidad de antioxidante necesaria para eliminar el 50% de
la concentracion inicial de radicales libres DPPH*, se determiné realizando los ensayos a
concentraciones que variaron para cada fraccion entre 0,01 yg/mL — 10,0 pg/mL y el valor
de ICso se obtuvo de la grafica del porcentaje de inhibicion de DPPH en funcién de la
concentracion del extracto (Figura 3-26), mostrando que FE, FB y FW presentan los
valores mas bajos, alrededor de 9ug/uL, siendo incluso un poco menor al patron de
Quercetina. Bajo estas condiciones, la fraccidn hexanica presenta el valor mas alto de ICsyo,

triplicando la del patron de comparacion.

En relacion con los compuestos purificados, los resultados de la evaluacion de la actividad
antioxidante frente a DPPH son mostrados en la Figura 3-27, y sefialan que de los cuatro
compuestos aislados del extracto etandlico de la raiz de Zantohoxylum caribaeum, los
compuestos C3 y C4, son los mas activos; A la mayor concentracion evaluada (10ug/mL),

estos dos compuestos presentan una capacidad captadora de radicales libres de 79%,
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para C3 y de 88% en el caso de C4. Cuando se evalua la concentracion mas baja (1
ug/mL), se observa una caida bastante brusca de esta capacidad captadora de radicales
libres, en especial en los compuestos C1 y C2. Por otra parte, la capacidad inhibitoria para
C4 (48,28%) se manteniéndose relativamente alta y cercana a la del patrén de Quercetina
(41,13%); En el caso del compuesto C3, su valor es aproximadamente la mitad que el

observado a la maxima concentracion del ensayo.

Figura 3-26. ICso de DPPH* de las fracciones

IC50 DPPH
mIC50 ug/mL
E.PURO FH FE FB FW Q
E. Puro FH FE FB FW Q
1C50pg/mL 9,54 +0, 25 34,92 £2,15 9,23+ 0,75 8,78+ 1,58 9,04+ 0,95 1,76+ 0,28

La determinacion de la ICso para los compuestos puros se desarrollé bajo las mismas
condiciones descrita para el ensayo de inhibicion, variando la concentracién de los analitos

entre 0,01uM y 10,0uM, los resultados son mostrados en la Figura 3-28.

Como se puede apreciar, la ICso para C4 es la mas baja, incluso por debajo de la de
Quercetina, mientras que para C1y C3, estos valores son 8,76 umol/L y 9,05 umol/L, por
encima del patron. En el caso de C2, su ICso es la mas alta, superando 50umol/L. Cabe
anotar que la ICsy obtenida para la Quercetina es un poco mayor a la reportada en

literatura, pero dentro del mismo rango de magnitud (Zuo, y otros, 2011).
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Figura 3-27. Resultados de Evaluacién de capacidad antioxidante frente a DPPH para
compuestos purificados

120
%In DPPH 100
100 B 10umol/L® lumol/L 88,86
78,31
80
59,26
€0 48,28 4113
39,03 !
40
21,92
20
5%8 2,74
0 o
C1 Cc2 Cc3 ca Quercetina
Cc1 C2 Cc3 C4 Q
10umol/L 59,26 + 1,18 21,92+ 1,47 78,31+ 1,71 88,86+ 2,03 100.00+ 0,23

Los resultados previamente descritos, sefalan que las fracciones FE y FB y los
compuestos purificados de ellas, en especial C3 y C4, presentan una buena capacidad
captadora de radicales libres y por tanto buena actividad antioxidante comparable con la
de la Quercetina, antioxidante ampliamente estudiado y usado como control positivo de los
ensayos y que en comparacion con los reportes bibliograficos, es un poco mayor pero

dentro del mismo rango de magnitud (Zuo, y otros, 2011).
Figura 3-28. ICso DPPH para compuestos purificados

IC50 DPPH

m IC50 umol/mL

C1 C2 C3 Cc4 Q

C1 C2 C3 C4 Q
IC50umol/L 8,76 £1,71 54,39+ 2,37 9,05+ 1,08 4,96+ 0,94 5,64+ 1,12
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3.3.1.2. Ensayo de blanqueamiento de -caroteno

Para evaluar la actividad antioxidante por el método de blanqueamiento de B-caroteno, se
sigui6é la metodologia descrita en el numeral 2.5.2.1.2. Este ensayo permite evidenciar la
presencia de moléculas capaces de ceder atomos de hidrogeno (antioxidantes) al medio,
que a su vez sean capaces de reaccionar con radicales libres peroxilo formados por la
oxidacion de acido linoleico en caliente; en ausencia de dichos antioxidantes, los radicales
peroxilo atacan el -caroteno rompiendo sus dobles enlaces y provocando la pérdida de
su caracteristico color naranja. Los antioxidantes, al ceder sus hidrégenos, neutralizan los

radicales peroxilo y evitan la decoloracion del 3-caroteno.

Es asi como la inhibicién de la pérdida de color del B-caroteno se evalué haciendo
microdiluciones (Figura 3-29) de fracciones, compuestos puros, controles positivos y
controles negativos y su respectivo seguimiento de absorbancia a 490nm usando un lector
de placas con temperatura controlada (50°C) por espacio de tres horas; los resultados
datos obtenidos fueron procesados usando la ecuacion 2-2 y los resultados son mostrados

en la Figura 3-30 para fracciones y 3-31 para compuestos puros.

Figura 3-29. Caja de 96 pozos con el resultado obtenido para el ensayo de actividad
antioxidante frente a 3-caroteno
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Figura 3-30.Resultados de Evaluacién de capacidad inhibitoria del blanqueamiento de -
caroteno en fracciones.

100 % In B-Caroteno 100,00 99,00
W10 ug/mL
80 !
68,03
70
€0 50,65 51,16 53,56 28.00
! 4
50 39,93 44,23 6,63
40
30
20
10
0
E. Puro FH FE FB FW Q
E. Puro FH FE FB FW Q

Figura 3-31. Resultados de Evaluacion de capacidad inhibitoria del blanqueamiento de f3-
caroteno en compuestos puros

% In B-Caroteno 100 99,07
100
90 H 10umol/L
N lumol/L
80
70
60
50
40
30
20 11,08 223
10 - 2,03 >3l 87 .
0 [ M °
Cc1 C2 Cc3 C4 Quercetina
c1 Cc2 c3 Cc4 Q
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Como se puede observar en la Figura 3-30, las fracciones acetato de etilo y n-butanol
presentan %In bastante altos, lo que corroboré el efecto visto en el ensayo cualitativo en
placa y permitié establecer que estas fracciones presentaban compuestos con actividad
antioxidante; incluso se observa que las fracciones n-hexano y acuosa presentan buena
proteccidon aun a la mas baja concentracion evaluada. Las determinaciones de I1C50,
demuestran la potencial actividad antioxidante de las fracciones obtenidas del extracto
etandlico de raiz de Z. caribaeum, destacandose FE y FB con valores de IC50 de

0,12pg/mL y 0,93pg/mL respectivamente (Figura 3-32)

En el caso de los compuestos puros, se contradice la afirmacion de que estas fracciones
(FE y FB), contenian metabolitos protectores de la degradacion del p-caroteno, ya que
como se observa, tal capacidad se ve bastante reducida en todos los compuestos aislados;
esta evidencia experimental se pude deber a posibles sinergismos entre los multiples
componentes de las fracciones, metabolitos que sumados, protegen ampliamente el 3-
caroteno, pero que de forma individual no aportan suficientes iones hidronio al medio,
permitiendo asi, la accion directa de los radicales peroxido sobre la molécula de interés.
Debido a que los porcentajes de inhibicion fueron tan bajos, no se evalué IC50 para los

compuestos puros.

Figura 3-32. ICsy de B-caroteno en fracciones

IC50 b-caroteno ;

40
30
o
a0
10 o
0,12 8,70E-
Ay P Ly P =
0
n-Hexano Acetato de Etilo  n-Butanol Agua Quercetina
FH FE FB FW Q
IC50ug/mL 2,15 +1,11 0,12+ 0,027 0,93+ 0,51 38,54+ 2,95 8,70e-03+ 1,17e-

04
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3.3.2. Evaluacion de la actividad anticolinérgica

La actividad anticolinérgica frente a Acetilcolinesterasa (AChE) y Butilcolinesterasa (BChE)
se evalué de manera preliminar en las fracciones provenientes de la particion liquido —
liquido, posteriormente y tras el aislamiento y purificacion de metabolitos secundarios, se
determiné también su actividad frente a las dos encimas trabajadas.

Para el desarrollo de los ensayos de actividad anticolinérgica se siguidé la metodologia
descrita en el numeral 3.2.2.2, haciendo uso de microdiluciones en placas de 96 pozos y
seguimiento de la reaccion por espectrofotometria a 412nm. En la Figura 3-33 se muestran
algunos de los resultados obtenido con las dos enzimas.

A

Figura 3-33. Caja de 96 pozos con el resultado obtenido para el ensayo de actividad
anticolinérgica frente A. Acetilcolinesterasa B. Butilcolinesterasa

La inhibicién de las enzimas se evalué midiendo la absorbancia de cada una las diluciones
de las fracciones, compuestos puros, controles positivos y controles negativos y su
respectivo seguimiento de absorbancia a 412nm con temperatura controlada (36°C) por
espacio de 30 minutos; los resultados fueron procesados usando la ecuacion 2-3 y los

resultados son mostrados en las Figuras 3-34 y 3-35.

Como se puede observar en la Figura 3-34, las fracciones Acetato de etilo y n-butanol
presentan altos porcentajes de inhibicion de la acetilcolinesterasa a concentracion de
1ug/mL (92% y 80% respectivamente) lo que permite inferir que estas fracciones contienen

metabolitos capaces de inhibir la encima. Para las fracciones n-hexano y acuosa, aunque
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los porcentajes de inhibicidn de la encima son inferiores a los de FE y FB a la concentracion
mas baja de ensayo, siguen siendo significativas ya que oscilan alrededor del 50%,
indicando la presencia de buena cantidad de posibles metabolitos inhibidores de la
acetilcolinesterasa. A la maxima concentracién del ensayo (10ug/mL), FE, FB y FW

presentan porcentajes de inhibicidon elevados, incluso, sobre el 80%.

Figura 3-34. Resultados de Evaluacion de capacidad anticolinergica de fracciones frente
a Acetilcolinesterasa

W10 ug/mL
120,00 e/
100,00 100,00
100,00 92,00 26,43
79,76? /00 78,67
80,00
60,00
48,10 >1,19
43,33
40,00
20,00
0,00
n-Hexano Acetato de Etilo n-Butanol Agua Fisostigmina
FH FE FB FW F
1pg/mL 43,33+ 0,25 92,00+ 1,17 79,76+ 3,19 51,19+ 1,28 100+ 0,08

En el caso de la butilcolinesterasa (Figura 3-35) las fracciones n-hexano, acetato de etilo
y n-butanol presentan valores de inhibicion considerablemente altos a concentracion de
10pug/mL, todos superiores al 80%; a concentracién de 1ug/mL los porcentajes de
inhibicién caen, pero se observa que la fraccién n-hexano presenta un valor cercano al
50%, siendo un valor considerable y marcando un resultado de interés particular ya que
en esta fraccidon se encuentran los metabolitos menos polares y por tanto posiblemente
mas afines con la butilcolinesterasa y que adicionalmente no fueron evaluados por

bioautografia en placa, en la fase preliminar del aislamiento biodirigido.
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La determinacion de la ICso de fracciones frente a AChE y BChE, se realizd bajo las mismas
condiciones descritas para el ensayo de inhibicion, salvo que en este caso se varié la
concentracion de las fracciones entre 0,01ug/mL y 10,0ug/mL; los resultados son
mostrados en la Figura 3-36. Estos resultados sefalan que las fracciones FE y FB exhiben
los mejores comportamientos frente a AChE, presentando ICsyp del orden de los

nanogramos por mililitro, mas o menos en el mismo nivel del control positivo, fisostigmina.

Figura 3-35. Resultados de Evaluacion de capacidad anticolinergica de fracciones frente
a Butilcolinesterasa

(o)
m 1 ug/mL % In BChE
W10 ug/mL
120,00
100,00 100,00
100,00 90,32 89,78
82,26
80,00
60,00
44,5
40,00 295 32,6 31,72
0,00 .
n-Hexano Acetato de n-Butanol Agua Fisostigmina
Etilo
FH FE FB FW F
1pg/mL 44,561 0,84 29,53+ 1,76 32,64+ 2,69 15,75+ 1,50 100 0,04

La fracciéon acusa, por su parte, presenta una ICso de 0,85ug/mL, aunque no es tan baja
como la de FE y FB, sigue siendo considerable e indica que es posible que los metabolitos
de mayor polaridad presentes en el extracto sean inhibidores de la enzima y en
contraposicion a FW, esta FH, cuya IC50 es la mas alta y debida en mayor medida a que

esta constituida por los metabolitos apolares menos afines con ala AChE.
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Revisando las ICso de las fracciones frente a BChE, se observa que, aunque los valores
obtenidos para FE y FB no son tan bajos como en el caso de AChE, siguen siendo
significativos; se destaca el valor de ICso de FH, muy cercano a los obtenidos para FE y
FB, revelando, que esta fraccion contiene metabolitos mas afines con BChE que con
AChE. El resultado obtenido para FH también se puede relacionar con la caracterizacion
por GC-MS, ya que como se observa en el numeral 3.2, esta fraccion contiene metabolitos
tipo cumarina y alcaloide, que de acuerdo con los reportes bibliograficos presentan
actividad inhibitoria de la Bitulcolinesterasa (Tassoa, y otros, 2011) (Nuthakki, Yadav, &
Bharate, 2021)

Figura 3-36. Resultados de Evaluacion de 1Cso de fracciones frente a AChE y BChE.

IC50 AChE y BChE
140
125,23
B AChE
120
H BChE 105,72
100
80
60
40
20 8,42 8,29 7,94
0,009 0,078 0,85 0,0047 0,017
. - —
n-Hexano Acetato de Etilo n-Butanol Agua Fisostigmina
FH FE FB FW F
AChE (ug/mL) 125,23+ 4,02 0,0096+ 0,00021 0,078+ 0,0015 0,85+ 0,08 0,0047+ 0,00018

Los resultados de la evaluacién de la actividad anticolinérgica para los compuestos puros
produjeron los resultados mostrados en las Figuras 3-37 y 3-38. Casi de manera analoga
a lo observado en la actividad antioxidante frente a 3-caroteno, se observa la pérdida casi
total de la actividad en los compuestos puros, reafirmando el efecto sinérgico que

presentan los componentes dentro de las fracciones. Frente a AChE, el Unico compuesto
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que presenta una actividad inhibitoria apreciable es C4 cercana 25umol/L, evaluada a la
maxima concentracién de trabajo del ensayo, para los demas compuestos, los porcentajes
de inhibicién son muy bajos o no detectables, en algunos casos, al disminuir la
concentracion a 1uM. Practicamente el mismo efecto se observa al evaluar la actividad
inhibitoria de los compuestos frente a BChE, su respuesta es muy baja a 10uM y

practicamente nula a 1uM. Debido a esto resultados, no se realizé determinacion de 1Cso.

Figura 3-37. Resultados de Evaluacion de capacidad anticolinérgica de compuestos

puros frente a Acetilcolinesterasa

%IN AChE
120
m 10umol/L
lumol/L
100
80
60
40
20 11,34
6,75 0 4,81 o -4,28
., ma = -
AChE c1 c2
c1 c2 c3

10pmol/L 6,75+ 0,34 4,81 0,81

11,34 £ 0,99

25,11

5,67

Cc3

C4
25,11+ 1,54

100 99,51

F
100+ 0,92
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Figura 3-38. Resultados de Evaluacion de capacidad anticolinérgica de compuestos
puros frente a Butilcolinesterasa

0
190 %IN BChE
H 10umol/L
® lumol/L 100100
100
80
60
40
20
7,99
4,08 0 3,83 0 1,45 0 0
AChE Cc1 Cc2 C3 ca
c1 c2 c3 c4 F



4. Conclusiones y recomendaciones

4.1.Conclusiones

o El presente estudio se constituye como un aporte al conocimiento de la quimica
del género Zanthoxylum y en particular de la especie Zanthoxylum caribaeum, ya
que se reportan por primera vez tres alcaloide tipo quinolina y el acido antranilico.
Adicionalmente el trabajo contribuye con el estudio de la actividad antioxidante y
anticolinérgica con miras a establecer posibles capacidades neuroprotectoras de
las fracciones y metabolitos aislados.

e Se obtuvieron 4 compuestos puros a partir del extracto etandlico de raiz de
Zanthoxylum caribaeum siendo ellos: 6,8-dimetoxi-2-H-1-quinolin-2-ona, 3-((1-
metilciclopentil) amino) quinolin-2(1H)-ona, 10A4-ozaxol[3,2-a]quinolina y acido
antranilico, todos reportes nuevos para la especie en estudio.

e Haciendo uso de las técnicas espectroscopicas y cromatograficas, se logré la
identificacion de los 4 compuestos purificados y la determinacién de 12 compuestos
adicionales presentes en la fraccion hexanica.

e Se evalud la actividad antioxidante por los métodos DPPH y [3-caroteno y la
actividad acticolinergica usando AChE y BChE, tanto en fracciones principales
(fraccioén n- hexano, fraccion acetato de etilo, fraccién n-butanol y fraccién acuosa)
como en compuestos puros, encontrando que las fracciones son mas activas que
los compuestos por separado, poniendo de manifiesto posibles efectos sinérgicos

entre los metabolitos constituyentes de dichas fracciones.
4.2. Recomendaciones

Se recomienda realizar el fraccionamiento y purificacion de la fraccion acuosa y de residuo
insoluble remanente de la particién con solventes ya que no fueron procesados en el
presente trabajo, presentan pesos altos del orden de 20 gramos y por su naturaleza polar,
pueden contener metabolitos con diversas actividades bioldgicas fuera del alcance del

presente estudio.
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