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l. RESUMEN

El estrés es un problema de salud publica a nivel mundial que afecta multiples
procesos fisiolégicos pudiendo provocar inmunosupresion, incremento de estrés
oxidativo, afectaciones en el aparato cardiovascular y digestivo, asi como trastornos
del suefio que conllevan al desarrollo de enfermedades mentales. No existe un
tratamiento especifico para el estrés, y tradicionalmente se ha recurrido a la herbolaria
como terapia alternativa utilizando preparaciones de plantas (e.g., infusiones,
decocciones, unglentos) con propiedades adaptogénicas los cuales promueven la
adaptabilidad, resistencia y supervivencia. El género Roldana spp (Asteraceae),
cuenta con una gran variedad de especies a las que se le han atribuido propiedades
antioxidantes, antiinflamatorias, antinociceptivas y ansioliticas. Roldana sessilifolia
(RS) y R. hartwegii (RH) son dos especies nativas de Sinaloa; RS es utilizada para
mantener la energia y estado de alerta, mientras que RH no cuenta con usos
documentados. A la fecha no existe suficiente investigacion cientifica que compruebe
las propiedades biolégicas del género Roldana. En este trabajo se realizd la
caracterizacion quimica (fitoquimico, metabolitos totales y perfil de compuestos por
GC-MS y HPLC-MS), toxicidad en Artemia salina e in vivo en ratones BALB/c; y se
evaluaron las actividades: adaptogénica in vivo (anoxia, nado forzado y nado en frio),
antioxidante in vitro (DPPH y ABTS) e inmunomoduladora in vitro en esplenocitos de
ratén de extractos etandlicos de raices de RS y RH. El analisis fitoquimico mostré la
presencia de flavonoides, terpenos y cumarinas en ambas especies; RH presentd
mayor contenido de fendlicos (149.70 yg EAG/mg EE), flavonoides (43.32 yg EQ/mg
EE) y taninos (336.42 ug EC/mg EE) totales. En el analisis por GC-MS se detectaron
lactonas sesquiterpénicas, acidos grasos (e.g., linoleico) y fitoesteroles (e.g., sitosterol,
estigmasterol), mientras que por HPLC se detectaron derivados de acidos fendlicos
(e.g., sirigico, cafeico), flavonoides (e.g., quercetina, kaempferol, isoramnetina) y
taninos (e.g., galocatequina); RH presenté mayor diversidad de compuestos en ambos
analisis. Ambas especies resultaron inocuas en Artemia salina y en modelo murino
(DL50>2000 mg/kg). Las pruebas de actividad bioldgica de ambas especies mostraron
actividad adaptogénica igual o superior al control Ginseng, destacando RS en las
pruebas de anoxia y nado forzado; la actividad antioxidante (ICso, ug/mL) de RH fue
notablemente superior (DPPH: 279.73, ABTS: 126.96) que la de RS (DPPH: 9142.12,
ABTS: 1463.75); en cuanto a la actividad inmunomoduladora RH indujo un incremento
(23.88 — 57.31%) en la proliferacion de esplenocitos mayor que LPS (21.11%),
mientras que RS la disminuy6 hasta un 84.85% a la mayor concentracién evaluada
(100 pg/mL). Los resultados encontrados aportan evidencia para apoyar el uso
tradicional de RS, y evidencian el potencial de ambas especies para usarse como
adaptégenos en la prevencién y tratamiento de padecimientos asociados con el estrés.

(Palabras clave: Actividad adaptogénica, Roldana, Asteraceae, Estrés)



ll. INTRODUCCION

El estrés es definido como “un estado de equilibrio homeodindmico amenazado
por una amplia gama de desafios o estimulos intrinsecos o extrinsecos, reales o

percibidos, definidos como estresores” (Agorastos y Chrousos, 2021).

Alo largo de la evolucion, los organismos han desarrollado un sistema altamente
sofisticado que contribuye a la regulacion y adaptabilidad ante estimulos estresantes,
redirigiendo la energia de acuerdo con sus necesidades, lo que contribuye a la
generacion de respuestas adaptativas que resultan benéficas incrementando la
capacidad homeodinamica del cuerpo (Selye, 1938). Sin embargo, cuando estos
estresores se manifiestan de manera prolongada sobrepasan la capacidad reguladora
del organismo, lo cual se manifiesta como efectos negativos en el cuerpo (McEwen,
1998). El estrés es un factor de riesgo comun en el 75 al 90% de las enfermedades
(Liu, Wang, y Jiang, 2017). Se ha encontrado que estrés prolongado conlleva al
incremento del estrés oxidativo y la inmunosupresion lo cual es un factor muy
importante para el desarrollo de enfermedades cardiovasculares (e.g., hipertensiéon y
ateroesclerosis), enfermedades metabodlicas (e.g., diabetes e higado graso)
desordenes psicoticos y neurodegenerativos (e.g., depresion, Parkinson y Alzheimer),

asi como el cancer (Cohen, Janicki-Deverts y Miller, 2007).

En la actualidad no existen terapias efectivas para el control del estrés cronico,
como alternativa a esto, se ha encontrado que diversas plantas poseen propiedades
para proveer resistencia frente a estimulos adversos, denominada como actividad

adaptogénica y los componentes de estas se llaman adaptégenos (Todorova y col,



2021). Existen diversas familias botanicas con especies de plantas catalogadas como
adaptogénicas, por ejemplo: Crassulaceae (e.g. Rhodiola rosea, Rhodiola imbricata,
Rhodiola heterodonta), Araliaceae (Eleutherococcus senticosus) y Solanaceae
(Withania somnifera) (Todorova y col, 2021). Adicionalmente a estas plantas se les
han atribuido propiedades inmunomoduladoras, antioxidantes, antinflamatorias,
antidiabéticas, neuroprotectoras, anticancerigenas, entre otras. Estas actividades han
sido atribuidas a diversos fitoquimicos, como polifenoles, acidos fendlicos, flavonoides,
acetilenos y triterpenos. (Khanum, Bawa y Singh, 2005; Wal y col, 2019; Graczyk y col,

2022).

El género Roldana (Asteraceae), cuenta con una gran variedad de especies a las
gue se le han atribuido propiedades antioxidantes, antiinflamatorias, antinociceptivas
e insecticidas, y entre sus metabolitos secundarios predominan sesquiterpenos

(eremofilanos) y compuestos fendlicos (Arciniegas y col, 2013; Rolnik y Olas, 2021).

Roldana sessilifolia y Roldana hartwegii son dos especies nativas del estado de
Sinaloa que se distribuyen a lo largo de la Sierra Madre Occidental, donde la primera
es utilizada para mantener la energia y estado de alerta, mientras que de la segunda
se desconocen sus posibles usos y propiedades. De ninguna de las dos especies se
tienen suficientes estudios cientificos para conocer su potencial biologico, por lo cual,
la presente investigacion tiene como objetivo demostrar que estas dos especies de
Roldana presentan potencial farmacologico para el tratamiento del estrés, evaluando

su potencial inmunomodulador, antioxidante y adaptogénico.



I1l. REVISION DE LA LITERATURA
A Estrés

En 1865 Claude Bernard plasmoé sus observaciones sobre la fisiologia del
higado describiendo como este secretaba glucosa gracias a las reservas de glucogeno
gue almacenaba, lo cual genera un efecto en la regulacion del calor corporal debido a
un aumento en el flujo vascular por los nervios simpaticos. Debido a esta observacion
C. Bernard desarroll6 el concepto que hoy conocemos como “homeostasis”, en el cual
se explica cdmo el organismo trata de mantener un equilibrio constante lo cual es
esencial para la vida independientemente del ambiente externo (Goldstein y Kopin,
2007). Por otra parte, en 1929 Walter B. Cannon estipul6é que el mantenimiento de esta
homeostasis requeria sensores que permitiran reconocer discrepancias entre los
valores normales y anormales de un proceso fisiolégico, acompafiado de un sistema
de retroalimentacion negativa; por ejemplo, cuando la temperatura corporal
incrementa, los sistemas termorreguladores emiten una sefial para producir sudor, asi
como la redireccion del flujo sanguineo de las visceras hacia la piel, lo que mejora la
pérdida del calor (Cannon, 1926 a,b). Cannon llamé a esta respuesta “lucha y huida”
extendiendo este concepto para incluir amenazas psicosociales a la homeostasis. El
mecanismo fisiolégico propuesto por Cannon sostiene que diferentes estimulos
externos producian la activacion del mismo sistema simpaticoadrenal, reconociendo al
neurotransmisor noradrenalina como la primera hormona secretada en la presencia de
tales estimulos. Afios mas tarde diversos investigadores reconocieron que las
actividades realizadas por el sistema simpatico nervioso y adrenomedular cambian

dependiendo del estimulo percibido (Cannon, 1926 a,b).
4



No fue hasta décadas mas tarde que el concepto de estrés se fue
popularizando, gracias al trabajo realizado por el Dr. Hans Selye quien lo redefinié
como “la respuesta no especifica del cuerpo ante cualquier estimulo externo o interno”.
Por “no especifica” Selye se referia a un conjunto de elementos compartidos de
respuestas, independientemente de la naturaleza del agente causal o factor
estresante. Selye propuso tres etapas para explicar el mecanismo por el cual un
organismo se enfrentaba a un agente causal, conocido actualmente como sindrome

general de adaptacion (SGA) (Selye, 1956; Goldstein y Kopin, 2007).

La primera etapa llamada fase de alarma es semejante a la reaccién de lucha y
huida propuesta por Cannon. Posteriormente le sigue la fase de adaptacion la cual es
asociada con crear resistencia ante el agente causal y si el agente causal persiste se
llega a la tercera fase denominada de agotamiento donde se produce la muerte del

organismo (Selye, 1956; Goldstein y Kopin, 2007).

Selye pudo desarrollar esto debido a sus investigaciones donde inyectaba
formalina a ratones y observaba estas tres etapas una y otra vez, asi como los efectos
adversos provocados por el agente causal (inyeccion de formalina) que demostraron
estar asociados con la activacién del eje hipotalamico-pituitario-adrenocortical (HPA)

(Selye, 1938).

Aunque en la actualidad el concepto de “estrés” ha sido modificado con el paso
de los afios, aun conserva las bases establecidas por Selye y Cannon, siendo definido

como un estado de equilibrio homeodinAmico amenazado por una amplia gama de



desafios o estimulos intrinsecos o extrinsecos, reales o percibidos, definidos como

factores estresantes (Agorastos y Chrousos, 2022).
1 El estrés: eje hipotalamico-pituitario-adrenal (HPA)

Como se menciond anteriormente el estrés juega un papel muy importante en
la regulacion y desregulacion del eje hipotalamico-pituitario-adrenal (HPA), el cual esta
ligado a otros circuitos cerebrales. El eje HPA junto con el sistema nervioso autonémico
(SNA) y el sistema inmunitario trabajan en conjunto tratando de mantener la

homeostasis hormonal y la respuesta inflamatoria al estrés (Leistner y Menke, 2020).

La respuesta fisiolégica del eje HPA frente un estresor garantiza la
supervivencia cuando nos enfrentamos a situaciones que atentan contra nuestra vida.
El cese de este estimulo es un requisito para nuestro bienestar, mientras que
disfunciones en esta area conduciran a un proceso patolégico y mayor vulnerabilidad

al estrés (Leistner y Menke, 2020).

La activacion de la respuesta no especifica del eje HPA comienza con la
activacion del nacleo paraventricular (PVN) en el hipotalamo secretando la hormona
liberadora de corticotrofina (CRH), vasopresina arginina (AVP) y otros neuropéptidos
gue producen distintos efectos autonémicos, humorales y conductuales. La CRH es
un neuroregulador que funciona en circuitos extra-hipotalamicos los cuales involucra
funciones inmunes, cognitivas y regulacion de las funciones vegetativas (e.g.,
insomnio, libido, apetito y aumento de la ansiedad, motilidad del tracto gastrointestinal,
desarrollo y regulacién de la funcién cardiaca y el tono vascular). En la amigdala la

CRH forma parte de la funcion reguladora de las respuestas conductuales y



auténomas al estrés, incluida la ansiedad relacionada con el estrés y la plasticidad
estructural. La CRH se une a los receptores 1 y 2 de CRH en la parte anterior de la
glandula pituitaria lo que induce la sintesis y liberacion de la hormona
adrenocorticotropina (ACTH) al sistema circulatorio. Esta cadena de eventos resulta
en la sintesis y excrecion de glucocorticoides (GCs) en la corteza adrenal. Los GCs
comprenden multiples funciones que involucran la regulacion del metabolismo
energeético (e.g., gluconeogénesis, lipolisis, degradacion de proteinas), diferenciacion
celular, asi como neurogénesis y supervivencia neuronal; estos poseen efecto directo
en las funciones inmunoldgicas y la inflamacion. Por lo tanto, la homeostasis del eje
HPA estard garantizada por los mecanismos de balance de retroalimentacion, lo que
permite la adaptacion al estrés agudo y crénico. Los GCs enddgenos funcionan como
retroalimentacion negativa en el eje HPA, la union de GCs en el hipocampo, el PVN y
en las células anteriores de la glandula pituitaria inhiben la sintesis y secrecion de CRH
en el PVN y ACTH en la glandula pituitaria, reduciendo la actividad del eje HPA

(Leistner y Menke, 2020).

Los efectos generados por los GCs son inducidos principalmente por dos
receptores, el receptor de mineralocorticoides (MR) y el receptor de glucocorticoides
(GR). Los MRs se expresan en gran cantidad en las neuronas del hipocampo vy el
septum lateral, y de forma moderada en la amigdala, PVN y en el locus coeruleus. Los
GRs se expresan en el cerebro en mayor proporcion en el hipocampo, el septum lateral
y el PVN. Ambos receptores permiten la union principalmente al cortisol, pero con
diferente afinidad. En situaciones normales el cortisol se une principalmente a los

receptores de MRs, cuando se encuentra sobre expresado el eje HPA y se estimula
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de forma constante la produccién de GCs los GRs se activan progresivamente para
modular esta sobreproduccion. Cuando los GCs se unen a estos receptores, este es
translocado hacia el nacleo donde de manera positiva 0 negativa regula la expresion
de genes uniéndose de forma especifica a ciertas regiones del ADN o interactia con
otros factores de transcripcién. Esta union provee al organismo de las respuestas
adecuadas al estrés, asi como la terminacion de esta (Merkulov, Merkulova y Bondar,
2017). Sin embargo, en situaciones donde el estrés y el estimulo se vuelve cronico,
los mecanismos de regulacién se dafian ocasionando una hiperactivacion del eje HPA
lo cual genera una resistencia por parte de los GCs lo que atenua su efecto inhibitorio

(Merkulov, Merkulova y Bondar, 2017).

Se ha encontrado que la acumulacibn de GCs produce diferentes
consecuencias, como la desregulacion del metabolismo, hipertension, aumento del
estrés oxidativo, activacion de macréfagos periféricos y centrales produciendo agentes
proinflamatorios, asi como afectacion en la neuroplasticidad cerebral lo cual provoca
el deterioro de las conexiones neuronales provocando desordenes psiquiatricos

(Leistner y Menke, 2018).
2 Estrés y sistema inmunitario

Como se mencioné en el apartado anterior la respuesta ocasionada por un
agente estresante activa ciertas vias fisiologicas que estan interconectadas,
trabajando en conjunto para hacer frente a la amenaza y posteriormente llegar a un
estado de homeostasis, por lo que el estrés jugara un papel muy importante en la

regulacion del sistema inmune (Contrada y Baum, 2010). La respuesta inmune puede



categorizarse en tres  tipos: inmunoprotectiva, inmunopatolégica e
inmunorreguladora/inhibitoria (Figura 1). La primera es definida como la respuesta que
promueve de manera eficiente los estimulos para contrarrestar un problema o agente
estresante (e.g., eliminar infecciones virales, sanar una herida, inducir memoria
inmunologica después de haber sido vacunado, eliminar células cancerosas). La
respuesta inmunopatoldgica se define como aquella que se dirige contra antigenos
propios (e.g., enfermedades autoinmunes como esclerosis multiple, artritis y lupus) o
antigenos inocuos (e.g., asma y alergias) y respuestas que involucran inflamacién
cronica que no se resuelve. Por ultimo, la respuesta inmunorreguladora/inhibitoria es
definida como aquella que involucra células y factores del sistema inmune que inhiben

la funcién de otras células inmunes (Contrada y Baum, 2010).

La duracion de la respuesta fisioldgica al estrés serd un determinante critico para
saber qué tipo de respuesta inmune se manifestara (Dhabhar, 2006). El estrés a corto
plazo, es decir, que dura de minutos a horas, experimentado durante la activacion
inmune mejora las respuestas inmunes innatas/primarias y adaptativas/secundarias,
estos mecanismos incluyen cambios en las células dendriticas, neutrofilos,
macrofagos y el movimiento, maduracion y funciéon de los linfocitos, asi como la
produccion local de citocinas, lo que promueve la adaptacion. En contraste el estrés a
largo plazo suprime o desregula la respuesta adaptativa e innata alterando el balance
de citocinas de tipo 1 y tipo 2, induciendo inflamacion crénica y disminuyendo el

namero, trafico y funcion de células inmunoprotectoras (Dhabhar, 2014).

El estrés cronico causa inmunosupresion lo que incrementa el riesgo de

desarrollar enfermedades infecciosas e inclusive prolongar la recuperacion (Konstanti-
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Figura 1. Relacion entre el estrés, la funcion inmune y el resultado en la salud.

(Contrada y col, 2010; Dhabhar, 2014).
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nos y Sheridan, 2001), ademas se ha observado que en casos de inmunosupresion
existe una alteracibn en la produccion de citocinas proinflamatorias que son
importantes para la cicatrizacién de heridas, lo que produce retrasos sustanciales en
la reparacion de estas (Kiecolt-Glaser y col, 1995). Por otra parte, esta alteracion en
las citocinas puede generar una sobreproduccion de la citocina IL-6 inductora de la
proteina C reactiva en el higado, que en combinacién desempefian un papel muy
importante en el desarrollo de enfermedades cardiovasculares (Black, 2003). El
incremento de citocinas proinflamatorias esta asociado a condiciones y enfermedades
relacionadas con la edad como la artritis, osteoporosis, diabetes tipo 2, asi como
ciertos tipos de canceres (Harris y col, 1999). Por lo tanto, el estrés cronico tendra

implicaciones importantes en la salud.
3 Estrés oxidativo

Otro aspecto muy importante que se tiene que tomar en consideracion es el
estrés oxidativo, el cual es definido como un desbalance entre especies oxidantes y
antioxidantes a favor de las especies oxidantes, o que causa una interrupcién de la
sefalizacion y el control redox y/o dafio molecular (Sies, 2015). En condiciones
fisiol6gicas normales el balance redox permite controlar las demandas especificas en
neutralizacion y produccién de radicales libres, pero en situaciones donde hay estrés
excesivo o cronico esta activacion constante conducira a procesos patologicos (Spiers,
y col, 2015; Sies, 2019). Cuando ocurre la activacion del eje HPA este desemboca en
la secrecion de glucocorticoides por parte de las células adrenales, lo que estimula
ciertas rutas metabdlicas para liberar glucosa, estas rutas (gluconeogénesis,

glucogendlisis y la lipdlisis) conllevan a la generacion de especies reactivas de oxigeno
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(ROS), en situaciones donde el estrés cronico y la produccion de glucocorticoides esta
desregulada estas rutas se siguen estimulando y la produccion de ROS rebasa los
mecanismos fisioldégicos para su neutralizacion (Spiers y col, 2015). Se ha encontrado
gue los glucocorticoides inducen estrés oxidativo neuronal a través de la respiracion
mitocondrial y la fosforilacion oxidativa, haciendo mas susceptibles a las neuronas a la
muerte celular por estrés oxidativo ya que tienen una expresion relativamente pobre

de antioxidantes enddgenos (Du y col, 2009).

Esta incapacidad del cuerpo para neutralizar la acumulacién de ROS genera
mutaciones en las oxidasas NOX1 y DUOX2 de NADPH, lo cual se reporta como un
factor de riesgo para desarrollar enfermedad de Crohn’s y colitis ulcerativa, por otra
parte, altos niveles de selenoproteinas y bajas concentraciones de perdxido de
hidrogeno han sido asociados con retrasos en la sefializacion de la insulina y por tanto
mayor predisposicion de desarrollo de diabetes (Steinbrenner y col, 2010; Lipinski y
col, 2019). También se ha asociado que altos niveles de especies reactivas de oxigeno

son un factor muy importante para el desarrollo de vitiligo (Laddha y col, 2013).
4 Terapias utilizadas para tratar el estrés

El manejo del estrés implica controlar y reducir la tension que ocurre en

situaciones estresantes, mediante cambios emocionales y fisicos (Avila, 2014).

En la actualidad es comun que las terapias contra el estrés se inclinen al uso de
farmacos del tipo ansiolitico, dentro de los medicamentos mas comunmente utilizados
se encuentran las benzodiacepinas como el alprazolam, clonazepam y bromazepam

por mencionar algunos. El inconveniente de este tipo medicamentos es que son
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altamente adictivos, lo cual vuelve al consumidor farmacodependiente y su utilizacion
contribuye a la desmotivacion por parte del usuario para aprender otras técnicas para
sobrellevar el estrés. Ademas, el uso prolongado de benzodiazepinas después de un
factor estresante traumatico puede predisponer a los pacientes a sindromes de estrés

continuos (Larzelere y Jones, 2008).

Una alternativa al uso de medicamentos con potencial adictivo podria ser el uso
de la fitoterapia, ya que algunas plantas medicinales poseen propiedades para producir
relajacion ejerciendo un efecto leve o moderado sobre el SNC, de tal forma que
administradas de una manera adecuada pueden ayudar a calmar el estrés sin producir
un dafio o dependencia al organismo (Todorova y col, 2021). Las plantas que poseen
esta propiedad se les considera adaptogénicas y comunmente son utilizadas en forma

de infusiones, unglientos, jarabes y en otras presentaciones (Todorova y col, 2021).
B Adaptogénos y actividad adaptogénica

Los adaptégenos son considerados como reguladores metabdlicos, ya que
poseen la habilidad de incrementar la adaptabilidad del organismo a factores
ambientales y disminuir o eliminar el dafio provocado (Panossian, Wilkman y Wagner,
1999). Han sido utilizados por varios siglos en la medicina tradicional China, con el
objetivo de promover la salud fisica y mental, asi como para mejorar los mecanismos

de defensa del cuerpo para incrementar la longevidad (Panossian, 2017).

El mecanismo por el cual los adaptdgenos ejercen sus multiples efectos no puede
resumirse en el mecanismo de accion que ejerce un farmaco que solo se dirige a una

diana terapéutica, ya que se ha encontrado que los efectos ejercidos por los
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adaptégenos son gracias a la interaccion multinivel que estos tienen con varios
receptores claves en la modulacion de la respuesta al estrés, como: los receptores de
corticosteroides, mineralocorticoides, progestina, estrogeno, serotonina (5-HT), N-
metil-p-aspartato, acetilcolina nicotinico, receptores de tirosina-quinasas y receptores
acoplados a proteina G (Panossian, 2013). Por lo tanto, la farmacologia de los
adaptégenos es un ejemplo tipico de una red de farmacologia, confiriéndoles el
potencial de ser empleados como tratamiento de enfermedades complejas y

condiciones cronicas (Hopkins, 2008; Poornima y col, 2016).

Un rasgo caracteristico de los adaptdgenos es que actian como eustresores (es
decir, “buenos factores estresantes”) y como miméticos leves del estrés o “que inducen
respuestas protectoras (Panossian y col, 1999; Panossian, Gabrielian y Wagner,
1999). El estrés leve induce una resistencia o “inmunidad” a una exposicion posterior
a un estrés mas severo. Sin embargo, esta resistencia inducida no posee memoria
funcional, por lo tanto, se necesita exposicion repetida al adaptégeno para mantener
este estado adaptativo. La administracion repetida de los adaptogenos y la
consiguiente respuesta adaptogénica o de proteccion contra el estrés surgen de una
manera analoga al ejercicio fisico repetido que conduce a un estado de resistencia no

especifica prolongado (Panossian, 2017).

La eficacia farmacoldgica de los adaptdgenos y sus efectos protectores contra el
estrés son usualmente evaluadas mediante pruebas de funcion cognitiva y resistencia
fisica bajo condiciones estresantes, como las pruebas de campo abierto (Katz, Roth y

Carroll, 1981), antifatiga (Jung col, 2007) y de restriccion repetida (Gamaro y col,
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1998); asi como las utilizadas en esta investigacion, anoxia (Aluko y col, 2015), nado

forzado (West, 1990) y nado en frio (Hata col, 1999).
1 Plantas con actividad adaptogénica

Durante muchos afos, el hombre ha utilizado plantas con actividad adaptogénica
en diferentes partes del mundo (Todorova y col, 2021). Los efectos biologicos de
dichas plantas estan relacionados con el conjunto de compuestos biologicamente
activos que contienen (Panossian, 2017). Algunos de los fitoquimicos mas importantes
con propiedades adaptogénicas son: saponinas triterpénicas (e.g., ginsendsidos en P.
ginseng y eleutherdsidos en E. senticosus), fitoesteroles (e.g., ecdiesteroides en
Rhaponticum carthamoides); lignanos (e.g., lignano dibenzo ciclooctadieno en
Schisandra chinensis), asi como alcaloides, flavonoides y algunas vitaminas (Kokoska

y Janovska, 2008; Kopustinskiene y Bernatoniene, 2021; Panossian y col, 2021).

Se ha encontrado que los efectos adaptogénicos de extractos de plantas derivan
de la modulacién de multiples mediadores de la respuesta adaptativa al estrés (Figura
2). Se ha demostrado que los adaptégenos activan la expresion y liberacién de
neuropéptido Y (NPY) y de la proteina de choque térmico 72 (Hsp72). Ambas
desempefian un papel muy importante en la regulacion del eje HPA, confiriendo
neuroproteccion y estimulando la respuesta inmune innata (Panossian y col, 2012). A
su vez la Hsp72 modula el factor de transcripcion FOXO el cual esta implicado en
multiples procesos metabdlicos (e.g., proliferacion celular, apoptosis, inflamacion,
inmunidad, expresion de citocinas y resistencia al estrés oxidativo) (Wang, Zhou y

Graves, 2014). La modulacion de estas vias contribuye al efecto antifatiga de los adap-
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Figura 2. Mecanismo hipotético de accion de los adaptdgenos sobre el sistema de

estrés a nivel celular (Panossian y col, 2012).
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tégenos, aumentando la atencion y mejorando la funcion cognitiva (Panossian y col,
2012).

El numero de plantas reportadas como adaptogénicas ha aumentado
exponencialmente durante las ultimas décadas (Cuadro 1). Sin embargo, se debe
enfatizar que solo unos pocos cumplen con el criterio mas importante: exhibir efectos

de objetivos multiples en el sistema neuroendocrino-inmune (Panossian y col, 2012).
Cc Familia Asteraceae

La familia Asteraceae es una de las familias botanicas con mas diversidad del
mundo, con 1627 géneros y casi 25000 especies, distribuidas en practicamente todo
el planeta, aunque con mayor abundancia en las regiones aridas y semiaridas de los
tropicos y subtropicos (Christenhusz y col, 2017). Su caracteristica principal son sus
inflorescencias en arreglos compactos en forma de cabezuelas (capitulos) que en
muchas ocasiones dan la apariencia de ser una flor (pseudanticas), como en el caso
del girasol. Poseen dos tipos de flores, una de arreglo simétrico (actinomorfa) y otra
asimétrica (zigomorfa) debido a que uno de sus pétalos exteriores presenta un
crecimiento superior al resto (ligula) y que suele ser la parte mas vistosa de la flor
(Christenhusz y col, 2017; Redonda-Martinez, 2022). Si bien aun se discuten los
detalles de su taxonomia, se han reconocido 16 subfamilias y 50 tribus, de las cuales
en México se tienen seis (Asteroideae, Carduoideae, Chicorioideae, Gochnatiodeae,

Mutisioideae y Vernioideae) (Redonda-Martinez, 2022).

La familia contiene muchas especies de importancia alimenticia, medicinal,

ornamental o de identidad a nivel mundial; algunos ejemplos son: el girasol, el diente
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Cuadro 1. Principales plantas reportadas con actividad adaptogénica comprobada.

Especie Familia Ingredientes activos/ efectos Cita
Witandlidos, alcaloides y sitoinosidos/ propiedades
Withania antimicrobianas, antiinflamatorias, antitumorales, = Torodova y col,
. Solanaceae . . :
somnifera antiestres, neuroprotectoras, inmunomoduladoras, (2021)
cardioprotectoras y antidiabéticas.
Perfumi y Mattioli,
. Rosavina/ propiedades antidiabéticas, anticancerigenas, (2007)
Rhodiola rosea Crassulaceae . . . )
inmunomoduladora, cardioprotectivas y neuroprotectivas. Pu, W. L.y col,
(2020)
. . Ginsenosidos/ actividad inmunomoduladora, antioxidante, Tian, M. y col,
Panax ginseng Araliaceae . . . , . .
cardioprotectiva, antiinflamatoria y anticancerigena. (2020)

Echeveria spp

Crassulaceae

Compuestos  fendlicos 'y terpenos/  propiedades
inmunomoduladoras, antioxidantes, antimutagénicas vy
antibacteriana.

Lépez-Angulo y
col, (2022)
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de ledn (Taraxacum officinale), cempasuchil (Tagetes erecta), manzanilla
(Chamaemelum nobile), estafiate artemisa (Ambrosia artemisiifolia), artemisia
(Artemisia annuua), arnica (Arnica montana) y caléndula (Calendula officinalis)

(Christenhusz y col, 2017).

Muchos miembros de la familia Asteraceae han demostrado ejercer actividad
terapéutica, teniendo una larga historia en la medicina tradicional, por lo que algunas
especies de esta familia han sido cultivadas por mas de 3000 afios para su ingesta
con propositos médicos (Rolnik y Olas, 2021). Entre sus usos tradicionales se
encuentran para tratar el dolor abdominal (e.g., infusion de partes areas, flores y hojas
de Achillea millefolium), para curar heridas y lesiones (e.g., infusiones de partes aéreas
de Chrysophthalmum montanum) y para el tratamiento de afecciones respiratorias
(e.g,. infusiones de partes aéreas de Matricaria aurea) por mencionar algunos (Qnais,

2011; Akram, 2013; Ayaz y col, 2019).

En cuanto a sus actividades bioldgicas, un gran niumero de especies de la familia
Asteraceae presentan actividad antioxidante, antiinflamatoria y antimicrobiana, asi
como propiedades diuréticas y cicatrizantes (Pigtkowska y col, 2022). Dichos efectos
farmacoldgicos han sido atribuidos a diversos fitoquimicos incluidos polifenoles, acidos
fendlicos, flavonoides, acetilenos y triterpenos. La familia también es una fuente de
lactonas sesquiterpenicas, metabolitos secundarios responsables del sabor amargo

de muchas plantas (Garcia-Oliveira y col, 2021; Rolnik y Olas, 2021).
1 Subfamilia Asteroideae

La subfamilia Asteroideae cuenta actualmente con 20 tribus (Cuadro 2)
distribuidas en todo el mundo, dentro de las cuales, las tribus Senecioneae, Astereae
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Cuadro 2. Tribus de la familia Asteroideae y su humero aproximado de géneros y

especies

Tribu gNézgffs esl\lgécizs Distribucién
Senecioneae 150 3000 En todo el mundo
Calenduleae 12 120 Comunmente en Africa meridional
Gnaphalieae 185 1240 En todo el mundo
Astereae 222 3100 En todo el mundo
Anthemideae 111 1800 Principalmente en el viejo mundo
Inuleae 66 687 Principglmente en eur.oasiética y

oriental y sudafricana

Athroismeae 5 59 Principalmente en el paleotropico
Feddeeae 1 1 Cuba
Heliantheae 477 5600 En todo el mundo

(Pelser y Watson, 2009).
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y Heliantheae cuentan con el mayor numero de especies reconocidas (Pelser y
Watson, 2009).

Dentro de la composicién quimica de la subfamilia Asteroideae se encuentran
principalmente lactonas sesquiterpénicas, asi como benzopiranos y benzofuranos,
esta subfamilia es rica en su contenido de flavonoides, también existen algunos
constituyentes quimicos propios del género pertenecientes a la familia Anteroideae,
por ejemplo, derivados del timol son encontrados en todos los géneros de la familia

con excepcion del género Senecioneae (Pelser y Watson, 2009).
2 Tribu Senecioneae

La tribu Senecioneae es conocida por su tamafio y diversidad. Con méas de 3000
especies agrupadas en 150 géneros, es la tribu mas grande de la familia Asteraceae
y alberga uno de los géneros mas grandes de plantas con flores: Senecio (Pelser y

col, 2007).

Senecioneae tiene una distribucion casi cosmopolita con sus principales centros
de diversidad en el sur de Africa (700 especies) y América del Sur (1300 especies).
Sus especies se encuentran en casi todos los ambientes. Crecen en habitats acuaticos
y desérticos, desde altitudes bajas hasta comunidades alpinas, y desde regiones
articas hasta areas tropicales. Exhibe una enorme variacion en su supervivencia y
morfologia, muchas especies son hierbas anuales o perennes; otras son arbustos,
enredaderas, arboles o epifitas. La notable variacion morfologica es especialmente
evidente en la forma de la hoja, el indumento, el tipo de inflorescencia y el color de la
flor (Pelser y col, 2007). A pesar de la enorme diversidad de esta tribu, la mayoria de

los taxones pueden identificarse con relativa facilidad como miembros de Senecioneae
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por la posesion de capitulos con un involucro generalmente uniseriado. Otras
caracteristicas de esta tribu son la presencia de sesquiterpenos eremofilos y
furanoeremdfilos y alcaloides de pirrolizidina del tipo senecionina macrociclica (Pelser

y col, 2007; Romo de Vivar y col, 2007).

3 Roldana

a Taxonomia y distribucién

El género Roldana pertenece a la subfamilia Asteroideae, tribu Senecioneae
(Cuadro 3) (Arciniegas y col, 2015). Originalmente, las especies de Roldana fueron
descritas dentro del género Senecio, seccion Fruticossi, y algunas otras dentro de
Cacalia (Funston, 2008). Actualmente se reconocen 65 especies, distribuidas desde el
Sur de los Estados Unidos hasta Centroamérica (POWO 2024), principalmente en

bosques templados o semi templados, entre 1000 y 4000 m de altitud (Funston, 2008).
b Descripcion morfolégica del género Roldana

Las especies de Roldana se dividen en tres grupos generales de acuerdo con su
habitat, aunque algunas presentan formas mixtas o intermedias. El primer grupo esta
compuesto por plantas perennes herbaceas escasamente ramificadas o
acaulescentes que en su mayoria tienen menos de 1 m de altura. El segundo grupo
incluye plantas perennes estrictas, erectas, de un solo tallo que pueden crecer hasta
4 m de altura y son herbaceas o débilmente lefiosas hacia la base. Estas plantas a
menudo son solitarias 0 se agrupan libremente en grupos de pocos tallos. Las plantas
del tercer grupo son arbustivas o parecidas a arboles con tallos ramificados que son

solitarios 0 en racimos abarrotados. La estructura de la raiz en el género consiste en
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Cuadro 3. Clasificacién taxondmica del género Roldana.

Dominio
Reino

Filo
Subphylum
Clase
Orden
Familia
Género

Eucariontes
Plantae
Tracheophyta
Euphyllophytina
Equisetopsida
Asterales
Asteraceae
Roldana

(POWO, 2024).
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un caudex lefioso, tipicamente lanado, con rizomas que se extienden. En las hierbas

perennes, el caudex suele ser bulboso (Funston, 2008).
c Usos etnofarmacolégicos del género Roldana

Algunas especies de Roldana se utilizan en la medicina popular mexicana; R.
ehrenbergiana es empleada contra la lepra, mientras que R. sessilifolia se incluye en
el “complejo cachani”, que es una mezcla de plantas tradicionalmente utilizadas para
tratar la esterilidad femenina, hemorroides y enfermedades reumaticas. Por otra parte,
se han encontrado metabolitos bioactivos con propiedades antioxidantes,
antiinflamatorias, insecticidas y antifangicas en R. barba-johannis. R. lineolata posee
propiedades antiparasitarias contra Trichophyton mentagrophytes (Linares vy

Bye,1987; Céspedes y col, 2004; Pérez-Castorenay col, 2006; Arciniegas y col, 2008).
d Composicion quimica del género Roldana

Los estudios quimicos en especies del género Roldana muestran que la mayor
parte de sus metabolitos secundarios son sesquiterpenos de tipo eremofilo, ya que han
sido aislados en 12 de sus especies, entre ellas: R. angulifolia, R. aschenborniana, R.
ehrenbergiana, R. heterogama, R. lineolata, R. lobata, R. sessilifolia, y R. barba-
johannis, aunque en algunas de ellas también se han identificado oplopanes,
plastoquinonas y flavonoides como en R. mexicanay R. sundbergii (Bohlmanny Zdero,
1978; Delgado y col, 1996; Arciniegas y col, 2004, 2006, 2008; Céspedes y col, 2004;

Pérez-Castorena y col, 2006; Maldonado y col, 2008).
e Roldana sessilifolia

Roldana sessilifolia (sinonimo Cacalia sessilifolia) (Figura 3b, ¢ y d) es una

especie endémica de México con amplia distribucion, desde Chihuahua y Sinaloa en
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Figura 3. Flores de Roldana hartwegii (A), capullos de Roldana sessilifolia (B),
capullos y tallos de Roldana sessilifolia (C) y hojas, capullos y tallos de Roldana
sessilifolia (D). Fotos de Jennifer Miller (A), Ricardo Arredondo (B), Maria Eugenia

Medina Mediola (C) y Laura Rojas (D).
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el norte, hasta Michoacan y Morelos en el sur, a elevaciones de 1000-2900 m. Crece
en bosques de pino y roble y su periodo de floracion es de agosto a febrero (Funston,
2008). Roldana sessilifolia, como su nombre lo indica, puede tener laminas
foliaressésiles; sin embargo, ésta no es la condicion tipica. La siguiente combinacion
de caracteres distingue a la especie: capitulos erradiados, capitulescencia terminal de
pocas cabezas con bracteas lineales, de 2 a 4 cm de largo y aquenios glabros

(Funston, 2008).

Se le conoce comunmente como “peyote” o “peyote xohimilquensis”. Sus raices
tuberosas son utilizadas en medicina tradicional y diversas preparaciones como:
infusiones para el tratamiento de desordenes reproductivos (infertilidad femenina),
tinturas o unglentos para tratar reumatismos, la inhalacion del humo de la quema de
la planta se acostumbra a inhalar para curar el sangrado de la nariz; la raiz fresca se
mastica para incrementar la resistencia al caminar, de manera similar al peyore
(Lophophora williamsii) (Linares y Bye, 1987; Delgado y col, 1996; Gonzalez-Elizondo

y col, 2004).

En 1996, Delgado et al. Realizaron estudios en R. sessilifolia para evaluar su
composicién quimica, aislando en su mayor proporcidon como metabolitos secundarios
sesquiterpenos del tipo ereméfilo. Como ya se menciond anteriormente los
sesquiterpenos del tipo eremofilo son compuestos representativos del género Roldana
a los cuales se les atribuye su la actividad biolégica (Delgado y col, 1996; Pérez-
Castorena y col, 2006; Maldonado y col, 2008). En la actualidad no existen estudios
donde se evalle la actividad adaptogénica, inmunomoduladora y antioxidante de R.

sessilifolia; sin embargo, la especie se utiliza en las areas donde florece por sus
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amplias propiedades para tratar el dolor e inflamacién, asi como para mejorar la

resistencia fisica y el estado de alerta, lo que sugiere posibles efectos adaptogénicos.
f Roldana hartwegii

Roldana hartwegii (Senecio hartwegii) (Figura 3a) es especie que se distribuye
desde el suroeste de los Estados Unidos hasta el sur de México (México: Chiapas,
Chihuahua, Coahuila, Durango, Jalisco, Nayarit, Nuevo Ledn, Oaxaca, Sinaloa,
Sonora; Estados Unidos: Arizona y Nuevo México) en elevaciones de 1200— 2700 m.
Crece en bosques de pino-encino y matorrales cerca de arroyos florece de agosto a

noviembre (Funston, 2008).

Bentham describié originalmente a R. hartwegii en 1839 con tallos flocosos a
aracnoideos tomentosos, hojas glabras adaxialmente y pubescencia blanca en la parte
inferior, 6 a 8 filarias, 3-4 flores del radio, 8-10 flores del disco y aquenios puberulentos

(Funston, 2008).

En la actualidad no existen estudios donde examinen la composicion quimica y
las propiedades de R. hartwegii, aunque tampoco existen reportes sobre su uso en la
medicina tradicional. No obstante, es de interés su analisis debido que al pertenecer
al género Roldana podrian asociarsele algunas de las actividades biolégicas ya

reportadas para este género.
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IV. JUSTIFICACION

La cifra de afecciones provocadas por estrés aumenta todos afios. La utilizacion
de medicamentos como las benzodiacepinas ayuda a disminuir o controlar los
sintomas provocados por el estrés, sin embargo, estos poseen efectos indeseables en
el ser humano como dependencia y mayor riesgo de padecimiento de depresion. Los
adaptégenos son sustancias que confieren al cuerpo humano la habilidad de tolerar y
aguantar en mayor proporcion los estimulos estresantes al usuario que los ingiera sin
generar dependencia ni otro tipo de afecciones indeseables, por lo que el uso de
plantas que contengan actividad adaptogénica demostrada puede ser una buena
alternativa para el manejo del estrés. Las especies de Roldana presentan gran
endemismo en México y han sido utilizadas tradicionalmente con fines medicinales (e.
g., usadas para dolores reumaticos, lepra, tratamiento de esterilidad, propiedades
antiinflamatorias, antioxidantes, entre otras) pero han sido escasamente estudiadas,
de acuerdo con la literatura los componentes presentes en el género Roldana indican
gue puede tener un gran potencial como adaptdégeno por lo tanto es de interés estudiar
esta propiedad de importancia para la salud humana, que permitira alcanzar hacia el
desarrollo de alternativas terapéuticas contra enfermedades derivadas del estrés;
estos conocimientos también contribuirdn al aprovechamiento y conservacion

sustentable de las especies de Roldana.
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V. HIPOTESIS

Extractos etandlicos de especies de Roldana sessilifolia y Roldana hartwegii,
colectadas en la Sierra Madre Occidental sinaloense, presentan similar actividad

adaptogénica, antioxidante e inmunomoduladora.
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VI. OBJETIVOS
A Objetivo General

Demostrar la actividad adaptogénica, antioxidante e inmunomoduladora de
extractos etandlicos de dos especies de Roldana (R. sessilifolia y R. hartwegii) y

establecer su relacion con sus perfiles quimicos.
B Objetivos Especificos

1 Comparar la composicion fitoquimica y el contenido de metabolitos totales

(fendlicos, flavonoides, taninos) de R. sessilifolia y R. hartwegii.

2 Caracterizar los extractos etandlicos de R. sessilifolia y R. hartwegii mediante

GC-MS y HPLC-ESI-MS.

3 Determinar la toxicidad in vitro e in vivo de extractos etandlicos de R. sessilifolia
y R. hartwegii.
4 Evaluar actividades biolégicas (adaptogénica, antioxidante e

inmunomoduladora) de extractos etandlicos de R. sessilifolia y R. hartwegii.
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VII. MATERIALES Y METODOS

A Materiales

1 Material vegetal

Las especies de Roldana (R. sessilifolia y R. hartwegii) fueron recolectadas por
los Doctores Rito Vega Avifia (FA-UAS), Francisco Delgado Vargas (FCQB-UAS) y
Juan Fernando Pio Ledn (CIIDIR-IPN, unidad Durango) en localidades de Sinaloa para
ser transportadas al Laboratorio de Quimica de Productos Naturales donde fueron
almacenadas a -20 °C hasta su posterior utilizacién. Roldana sessilifolia fue
recolectada en la localidad de Concordia, Sinaloa, México, en noviembre del 2019 y
R. hartwegii fue recolectada en la localidad Aves de Culiacan, Sinaloa, México, en

septiembre de 2020.
2 Material biolégico

Para los ensayos de actividad adaptogénica, evaluacion de la toxicidad aguda in
vivo y evaluacion de la actividad inmunomoduladora se utilizaron ratones BALB/c, los
cuales se mantuvieron en el bioterio de la Facultad de Ciencias Quimico-Biolégicas de
la Universidad Autonoma de Sinaloa. La investigacion se realizé de acuerdo con lo

establecido en la Norma Oficial Mexicana “NOM-062-Z00-1999”.
3 Reactivos

Todos los reactivos utilizados fueron grado analitico. Se empleé extracto de raiz
de Panax ginseng como control positivo en las pruebas de actividad adaptogénica. Los
siguientes reactivos y materiales fueron obtenidos de Sigma-Aldrich (St. Louis, MO,

EE.UU.): 1,1-difenil-2-picrilhidracilo (DPPH), acido 2,2’-azino-bis(3-etilbenzotiazolin)-

31



6-sulfonico (ABTS), reactivo de Folin-Ciocalteu, &acido 6-hidroxi-1,5,7,8-
tetrametilcroman-2-carboxilico (Trolox), tricloruro de aluminio (AICl3), acido 3,4,5-
trihidroxibenzoico (Acido galico), 2,2’-azo-bis(2-amidino-propano) dihidrocloruro
(AAPH), 3’,6’-dihidroxispiro [isobenzofuran-1[3H],9'[9H]-xanten]-3-ona)
(Fluoresceina), Tween 80, benzal, medio de cultivo RPMI 1640, suero fetal bovino,
antibiético-antimicético (Gibco), Concavalina A, Lipopolisacarido, 3-(4,5-dimetiltiazol-
2-il)-5-(3-carboximetoxifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazolio (MTS), extracto de raiz de
Panax ginseng. Como solventes se utilizd metanol, hexano, acetato de etilo, etanol y

cloroformo (CTR). Todos los solventes fueron destilados previo a su utilizacién.

B Métodos

1 Elaboracién de harinas

Las raices y tubérculos de las dos especies de Roldana se lavaron y congelaron
a —70°C, posteriormente fueron liofilizados (VirTis 25El, VirTis Co. EE.UU.). Las raices
y tubérculos se trituraron hasta obtener el menor tamafo de particula posible. Las
harinas se almacenaron y etiquetaron en bolsas de plastico, manteniéndose a -20 °C

protegidas de la luz hasta su utilizacion.
2 Obtencion de extractos etandlicos (EEs)

Las harinas de Roldana (R. sessilifolia y R. hartwegii) se maceraron con etanol
(1:10 p/v, 24 h/extraccion, 3 veces) con agitacion constante. Los filtrados se juntaron y
se elimino el solvente en un rotovapor (BUCHI Labortechnick AG, Suiza) a 40 °C. El
residuo correspondié al extracto etandlico (EE) de cada una de las dos especies,

posteriormente fue liofilizado para eliminar restos de humedad y calcular los
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rendimientos de extraccion. Finalmente, ambos extractos fueron almacenados a —20

°C y protegidos de la luz hasta su utilizacion.
3 Caracterizacién fitoquimica

La caracterizacién fitoquimica de los EE de las dos especies de Roldana, fue
determinada mediante reacciones en tubo, donde se observo un cambio de coloracion,
turbidez o formacién de precipitados, las reacciones empleadas fueron: prueba de
Salkowski para terpenos y esteroides; prueba de Shinoda para flavonoides; reaccion
con solucion de gelatina, acetato de plomo, y sulfato de quinina con FeCls para taninos;
prueba de la espuma para saponinas; reaccion con NaOH para cumarinas; reaccion
de Borntranger para antracénicos libres; reactivos de Dragendorff y de Mayer-Wagner
para alcaloides; y los reactivos de Baljet, Raymond-Marthoud, Keller-Killiani,
Lieberman-Burchard, y Salkowski para cardioténicos. Por ultimo, la confirmacion de

cada prueba se realizé por cromatografia en capa fina (CCF) (Harborne, 1998)

(Cuadro 4).
4 Cuantificacion de metabolitos totales
a Fendlicos totales

El contenido de fendlicos totales se determiné por el método Folin-Ciocalteu, con
algunas modificaciones (Singleton y Rossi, 1965). Los EE de Roldana se disolvieron
en metanol (20 mg/mL). De la solucién stock de cada especie se obtuvieron 5
diluciones seriadas en metanol (25 — 400 pg/mL). En una microplaca de 96 pozos, se
colocd una alicuota de 10 pL de solucion de la muestra, estandar (acido galico) o agua
destilada (control negativo) posteriormente se adicionaron 100 uL del reactivo Folin-

Ciocalteu diluido en agua (1:10 v/v). La mezcla se agitdé suavemente durante dos
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Cuadro 4. Pruebas empleadas en la caracterizacién fitoquimica de las especies de

Roldana.

Metabolitos

Reactivos

Observaciones

Terpenos/esteroides Liebermann-Burchard

Flavonoides

Taninos

Saponinas

Cumarinas

Alcaloides

Cardiotonicos

Antracénicos

Salkowski
Fragmentos de Mg y
HCI diluido

Solucién de FeCl al
10%

Agua hirviendo

Impregnar papel filtro
con solucién de NaOH
Llevar a bafo Maria a
100°C

Dragendorff

Mayer

Wagner

Baljet

Kedde
Raymond-Marthoud
Solucion de NaOH al
5%

Coloracién rosa-azul, verde oscuro.
Coloracion rosada.
Coloracion roja intensa

Coloracion azul indica taninos
hidrolizables

Coloracion verde indica taninos
condensados

Al agitarse observar produccion de
espuma

Observar el papel del tubo bajo luz
UV vy localizar fluorescencias
amarillas.

Precipitado rojo o naranja, banco
crema o marron.

Coloracion roja-naranja
Coloracion rosa-violeta
Coloracion roja-naranja
Coloracion rojiza

(Harborne, 1998).
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minutos (Tamb/ oscuridad), por ultimo, se adicionaron 90 pyL de una solucion de
Na2COs al 10%. La mezcla se incubé a 40 °C durante 30 minutos y se midi6é su
absorbancia a 765 nm en un lector de microplaca (Synergy HTX, Biotek, EE. UU.). La
cuantificacion se llevo a cabo usando una curva de calibracion de acido galico (0-500
Mg/mL) y los resultados se expresaron como equivalentes de acido galico por gramo

de extracto etandlico (ug EAG/mg EE).
b Flavonoides totales

Los flavonoides se cuantificaron por la formacion del complejo flavonoide-AICls
en medio metandlico (Christ y col, 1960). Los EE de Roldana (R. sessilifolia y R.
hartwegii) se disolvieron en MeOH (20 mg/mL) y se realizaron cinco diluciones
seriadas (6 - 350 ug/mL). En una microplaca de 96 pozos de fondo plano se mezclaron
50 pyL de las muestras, del estandar (quercetina) o de MeOH (control negativo),
posteriormente se adicionaron 150 uL de solucién de AICIs al 2% en metanol. La placa
se incubo durante 10 minutos a 27 °C en oscuridad. Transcurrido el tiempo se leyeron
las absorbancias a 405 nm en un lector de microplaca (Synergy HTX, Biotek, EE. UU.).
La cuantificaciéon se llevé a cabo usando una curva de calibracion de quercetina (0-
500 pg/mL) y los resultados se expresaron como microgramos equivalentes de

quercetina por miligramo del extracto etandlico (ug EQ/mg EE).
c Taninos totales

El contenido de taninos se determiné usando el método de vainillina/HCI (Price y
LG, 1978). El reactivo se prepard mezclando partes iguales (v/v) de vainillina al 1% en
MeOH y HClI al 8% en MeOH. Los EE de Roldana se disolvieron en MeOH (20 mg/mL)
y se realizaron cinco diluciones seriadas (6 - 375 pg/mL). En una microplaca de 96
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pozos de fondo plano se mezclaron 50 yL de las muestras, del estandar (catequina) o
de MeOH (control negativo), posteriormente se adicionaron 100 pL de la solucion de
vainillina/HCI y como corrector de color se utilizé una solucién de HCI al 4% en MeOH.
La placa se incubo durante 20 min a 30 °C en oscuridad. Transcurrido el tiempo se
leyeron las absorbancias a 500 nm en un lector de microplaca (Synergy HTX, Biotek,
EE. UU.). La cuantificacién se llevd a cabo usando una curva de calibracion de
catequina (0-400 pg/mL) y los resultados se expresaron como microgramos

equivalentes de catequina por miligramo del extracto etandlico (ug EQ/mg EE).

5 Analisis de los extractos etandélicos mediante Cromatografia de Gases-

Espectrometria de Masas (GC-MS)

El analisis por GC-MS se realizé en EEs derivatizados y sin derivatizar.

a Preparacion de las muestras para el analisis

Los EE de Roldana (R. sessilifolia y R. hartwegii) se disolvieron en etanol (3
mg/mL). Las soluciones se filtraron a través de un filtro de jeringa (17 mm x 0.45 pym,

PVDF, Titan) previo a su analisis por GC-MS.
b Derivatizacion de las muestras

La derivatizacion se realizé de acuerdo con lo reportado por Wang y Zuo, (2011).
A 1 mL de los extractos disueltos (3 mg/mL) se les evaporo el solvente mediante una
corriente de Nz, el residuo se resuspendio en 50 uL de piridina y 50 L de BSFTA+ 1%
TMCS, las mezclas se calentaron a 70 °C durante 4 h bajo una atmdsfera de nitrégeno,
posteriormente las muestras se llevaron a sequedad y se resuspendieron en 1 mL de

hexano para su analisis por GC-MS.
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c Condiciones del analisis por Cromatografia de Gases-Espectrometria de

Masas (GC-MS)

Se utilizé un cromatografo de gases acoplado a un detector selectivo de masas
(HP 6890 GC Instruments, 5973 Network, Agilen Technologies, Wilmington, EE.UU.).
La separacion se realizé en una columna capilar. QUADREX 007 CARBOWAX 20 M
(30 m x 0.25 mm i.d., espesor de pelicula de 0.25 um) usando helio como gas de
arrastre a un flujo de 0.9 mL/min. Las condiciones de temperatura fueron: puerto
inyeccion a 250 °C; horno 60 °C por 1 min, gradiente de 5 °C/min hasta 200 °C y
posteriormente de 10 °C/min hasta 275 °C, permaneciendo a 275 °C por el resto del
analisis; fuente de iones 245 °C; y cuadrupolo 150 °C. Un volumen de 1 uL fue
inyectado sin division de flujo. Los espectros fueron colectados en un rango de 50 a
800 u a 2 barridos/s. El espectrometro de masas (EM) operdé en modo de ionizacion
por impacto electrénico (IE) a 70 eV. La identificacion de los componentes se realizd
por comparacion de sus espectros de masas con los de la biblioteca NIST
(NISTO8.LIB) y el porcentaje relativo de area de cada componente se calculd por

comparacion del area del pico con las areas totales.
6 Perfil de compuestos fendlicos

Los extractos etandlicos (R. sessilifolia y R. hartwegii 400 mg previamente
desengrasados con hexano) se disolvieron en 20 mL de H20:MeOH (9:1 v/v) y se
particionaron con acetato de etilo (20 mL/3 veces), esta fase se llevo a sequedad, el
residuo se redisolvié con 200 yL de MeOH para posteriormente pasarse por una
columna C18 (CHROMAFIX, Macherey-Nagel EE. UU.) previamente acondicionada de

acuerdo a las especificaciones del fabricante; una vez cargada la muestra se pasaron
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5 mL de agua acidificada (2% &cido acético) para eliminar carbohidratos,
posteriormente la fraccion de compuestos fendlicos se eluyd con 5 mL de MeOH, se
evaporo el solvente en un rotovapor (BUCHI Labortechnick AG, Suiza), se reconstituy6
en MeOH (10 mg/mL), y finalmente se filtr6 en una membrana PVDF (17 mm x 0.45
pum, TITAN, EE.UU.) previo a su analisis por HPLC. El analisis se realizé en un HPLC
modelo ACCELA (Thermo Scientific, EE.UU.) con detector de arreglo de diodos y
acoplado a un espectrémetro de masas con trampa idnica lineal LTQ-XL (Thermo
Scientific, LTQ-XL, EE.UU.). La separacién se llevd a cabo en una columna ACE
EXCEL C18-Amide (1.50 x 30 mm x 3 uym). La fase movil consistié en acido formico al
1% (A) y acetonitrilo (B), con un gradiente inicial de 0.5 de B, incremento lineal a 30%
de B a los 10 min, permaneciendo asi durante 10 min, finalmente incremento lineal
hasta 60% de B a los 30 min. El tiempo total de la corrida fue de 35 min. Flujo de 0.3
mL/min y volumen de inyeccion de 5 uL. La deteccidn se realizé a 250, 320 y 355 nm,
y los pesos moleculares de cada pico se analizaron en el espectrometro de masas con
una interfaz de electroasperjado (ESI) operando en modo negativo. El analisis se llevd
a cabo en modo de escaneo completo de datos dependientes de MS" de m/z 115 a
2000. La identificacion de los componentes se realizé a partir de los patrones de

fragmentacién y por comparacién con lo reportado en la literatura.

7 Evaluacion de la toxicidad in vitro e in vivo

a Ensayo de toxicidad in vitro en Artemia salina

El ensayo de toxicidad de Artemia salina se llevd a cabo de acuerdo con lo
registrado en la literatura con algunas modificaciones (Meyer y col, 1982; Solis y col,

1993). Para obtener los nauplios del crustaceo, huevos A. salina (300 mg/300 mL) se
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colocaron en un recipiente con medio de mar artificial (MMA) preparada con sal
comercial y agua destilada (38 g/L) provisto de un sistema de oxigenacién y bajo
régimen continuo de luz. Después de 48 h a una temperatura de 22-29 °C, los nauplios
fototrépicos eclosionados se colocaron en MMA fresco durante otras 24 h bajo las
condiciones descritas. Los extractos etandlicos de las dos especies de Roldana (R.
sessilifolia y R. hartwegii) fueron disueltos en Tween 80 (40 mg/mL). Cada tubo fue
adicionado con 10 nauplios de A. salina, 200 pL de muestra y 800 uyL de MMA
(concentraciones finales de los extractos etandlicos de las especies de Roldana: 2000,
1000, 100 y 10 pg/mL), cada concentracion se evaluo por triplicado. El control negativo
se prepar6 adicionando 200 yL de Tween 80 al 50% (concentracion final 5%). Los
tubos se incubaron durante 24 h a temperatura ambiente (22-29 °C) bajo luz continua.
Después de este tiempo, se conté el numero de larvas vivas en cada tubo. Los
porcentajes de muerte a cada dosis y de los controles fueron determinados por la
correccion en la formula de Abbott (Abbott, 1987):
% M = (r/s") 100

En donde % M es el porcentaje de mortalidad; r las larvas muertas en el extracto
y s’ las larvas vivas en el blanco. Los valores de concentracion letal media (CLso) se
determinaron graficando la concentracién de los extractos evaluados contra el
porcentaje de letalidad del conteo de 24 h. La informacion se analizé utilizando el
analisis Probit (Finney, 1971).

La escala de toxicidad en Artemia salina (CLso) es registrada como: elevada (0.1-
100 pg/mL), moderada (100-300 pg/mL), baja (300-640 pg/mL), minima (>640 pg/mL)

(Sanabria-Glaindo y col 1997) y no toxica si es >2000 pg/mL (Meyer y col 1982).
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b Determinacién de la toxicidad aguda en ratones por el método OECD

La toxicidad de una droga puede medirse determinando la dosis letal media
(LDso), dosis capaz de provocar la muerte del 50% de los animales de laboratorio y se
determind de acuerdo con los lineamientos establecidos en el protocolo de la OECD,
(2022).

Se formaron tres grupos (n=3) de ratones BALB/c hembras (10 semanas, 25-35
g peso): GPO I, control (vehiculo, aceite de maiz); GPO Il, EE-RS (2000 mg/kg de
peso) y GPO lll, EE-RH (2000 mg/kg de peso). Los EE se disolvieron en aceite de
maiz y se administraron via intragastrica en dosis unica, previo ayuno de 4 h. Después
de la administracion de la dosis, los ratones se mantuvieron en observacion continua
las primeras 8 h, a las 24 h y diariamente durante 14 dias para determinar algun efecto
tardio de los tratamientos. Finalmente, después del dia 14, los grupos fueron pesados
para calcular la ganancia de peso final, se tomé una muestra sanguinea por puncion
cardiaca para estimar parametros hematolégicos y posteriormente los ratones fueron
sacrificados y sus 6rganos vitales extraidos (higado, estomago, rifilones y pulmones),

estos se pesaron y observaron macroscopicamente.

8 Métodos de evaluacion de la actividad biolégica

a Evaluaciéon de la actividad adaptogénica

En la evaluacién de la actividad adaptogénica para cada una de las pruebas se
formaron cuatro grupos de ratones BALB/c (ambos sexos, n=6, 5 a 6 semanas)
seleccionados de manera aleatoria. GPO |: control estrés (Tween 80 al 10% en
solucion salina), GPO II: Ginseng (control positivo), GPO llI: extracto etandlico de R.

sessilifolia (EE-RS) y GPO |V: extracto etandlico de R. hartwegii. (EE-RH). A cada raton
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se le administré una dosis de 100 mg/kg de peso por via intragastrica diariamente

durante 15 dias. Cada ratdn fue utilizado exclusivamente en una prueba.
b Prueba de anoxia

La prueba de anoxia se realizé de acuerdo con la metodologia reportada por Giri,
Rao y Javaveera (2011). Los tratamientos fueron administrados diariamente durante
15 dias. Al final del tratamiento, los animales se colocaron en camaras de vidrio
herméticamente cerradas (300 mL) para inducir estrés por anoxia. La prueba de anoxia
se expres6 como el tiempo transcurrido (min) desde que el raton fue colocado en una

camara hermética hasta que mostré los primeros signos de convulsion.
c Prueba de nado forzado

La prueba de nado forzado se realiz6 de acuerdo con la metodologia reportada
por Pripdeevech y col, (2012). Los tratamientos se administraron diariamente durante
un periodo de 15 dias y se registro el peso diario de cada raton. En el dia 15, 30 min
después de la administracién de los tratamientos los ratones se colocaron en un
recipiente cilindrico (25 cm de alto x 10 cm de diametro) con agua hasta una altura de
10 cm con una temperatura de 30 °C. Los ratones se pusieron a nadar durante 11 min,
contando los episodios de inmovilidad a partir del minuto seis. El resultado se reportd

como el tiempo medio de inmovilidad de cada grupo.
d Prueba de resistencia de nado en frio

La prueba de resistencia de nado en frio se realizé de acuerdo con la metodologia
reportada por Dayanand y Kishanchandra, (2014). El tratamiento se administré
diariamente durante un periodo de 15 dias. En el dia 15, 30 min después de la

administraciéon de la dosis cada ratdén se colocd en un recipiente cilindrico (25 cm de
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alto x 10 cm de diametro) con agua hasta una altura de 10 cm a una temperatura de
10 °C, y se dejaron nadar hasta agotamiento, tomando como punto final el tiempo en
el que el ratdbn comenzd a hundirse. Inmediatamente los ratones fueron retirados del

agua y auxiliados hasta recuperar su temperatura corporal.
e Actividad antioxidante

La capacidad antioxidante de los EEs de las dos especies de Roldana se
determind por dos métodos: DPPH y ABTS. Las metodologias de DDPH y ABTS miden
la capacidad de una sustancia de donar electrones o atomos de hidrogeno lo que se

representa como una pérdida de color de la solucion del radical (Floegel y col, 2011).
f Método DPPH

Se utilizé la metodologia desarrollada por Brand-Williams, Cuvelier y Berset,
(1995) con algunas modificaciones. Los EEs de Roldana se disolvieron en MeOH (1-
10 mg/mL). En una microplaca de 96 pozos de fondo claro, se adicionaron 20 uL de
solucion de la muestra, estandar (Trolox) o MeOH (control negativo), posteriormente
se le adicionaron 180 uL de solucion de DPPH en MeOH (150 mM) y la placa se incubd
durante 30 min (37 °C/oscuridad) y la absorbancia se midié a 515 nm (Synergy HTX,
Biotek, EE.UU.). Como corrector se utiliz6 una mezcla de 20 pL de la muestra y 180
ML de MeOH. Para la cuantificacion se prepard una curva patron de Trolox (400 — 12.5
pg/mL). Los resultados fueron expresados como micromoles equivalentes de Trolox

por gramo del extracto etandlico (umol ET/g EE).
g Método ABTS

Se siguid la metodologia desarrollada por Re y col, (1999) con algunas

modificaciones. El radical ABTS++ se preparé mezclando 5 mL del reactivo ABTS (7
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mM) y 88 uL de una solucion de persulfato de potasio K2S20s (140 mM), la mezcla se
dejo reaccionar por 12 — 16 h a 25 °C en la obscuridad. El radical ABTS++ se diluyé
con una solucion amortiguadora de fosfatos (PBS) (7 mM, pH 7.4), hasta obtener una
absorbancia de 1.40 nm = 0.020 a 734 nm. En una microplaca de 96 pozos de fondo
claro, se adicionaron 20 uL de los EEs diluidos en MeOH (1-10 mg/mL), posteriormente
se adicionaron 180 uL del reactivo ABTS y la placa se puso a incubar durante 10 min
(37 °Closcuridad) absorbancia se midié a 734 nm. Para la cuantificacion se preparé
una curva patron de Trolox (200 - 12.5 pg/mL) utilizando como corrector de color una
mezcla de 20 yL de la muestra y 180 uL de PBS. Los resultados fueron expresados
como micromoles equivalentes de Trolox por gramo de extracto etandlico (pmol ET/g

EE).
h Evaluacion de la actividad inmunomoduladora in vitro

La evaluacion de la actividad inmunomoduladora in vitro se realizé de acuerdo
con la metodologia establecida por Lin y Tang, (2007) con algunas modificaciones. Se
sacrificaron ratones BALB/c machos (5-6 semanas de edad) mediante dislocacion y se
sanitizaron con una disolucion de benzal al 10% (v/v), se procedi6é a la obtencién del
bazo en condiciones asépticas, para posteriormente obtener los esplenocitos. El bazo
se colocd en una caja Petri con medio para cultivos de tejido RPMI-1640 y se
homogenizo6 en el medio usando el émbolo estéril de una jeringa; la suspensién celular
se centrifugd a 200g (1500 rpm) /5 min (EBA 20 Hettich Zentrifugen, Alemania) y se
eliminé el sobrenadante. Las células recuperadas se trataron con amortiguador de lisis
para eliminar los eritrocitos; la suspensioén se centrifugd a 200g /5 min y en la pastilla

se recuperaron los esplenocitos. Estas células se resuspendieron en medio RPMI-
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1640 complementado con suero fetal bovino al 10% v/v, antibiético-antimicético al 1%
v/v y se llevaron a una concentracién de 5 x 108 células/mL. En microplacas para
cultivo celular de 96 pocillos con fondo plano se adicionaron 200 uL de la suspensién
celular y 50 yL de los agentes mitégenos (5 ug/mL Con Ao 10 ug/mL de LPS en medio
RPMI.1640), de los EE de Roldana (25, 50 y 100 ug de extracto/mL, concentracion en
el pozo) o del vehiculo (control crecimiento). La placa se incubé durante 24 h a 37 °C
en una incubadora con atmdésfera de CO2 al 5% y con 95% de humedad (Walter-
Jacketed Automatic CO2 Incubator, NUAIRE, EE.UU.). Los mitdbgenos usados
estimulan la proliferacion de linfocitos T (Con A) o de linfocitos B (LPS). Después de
las 24 h, a cada pocillo se le agregaron 10 yL de una solucion de MTT (5 mg/mL en
PBS, pH 7.4), posteriormente la microplaca fue nuevamente incubada por 4 h a las
mismas condiciones y posteriormente centrifugada a 2000 g/5 min. Después de esto,
el medio de cultivo fue retirado de cada pocillo y se afiadieron 100 pL de
dimetilsulféxido (DMSO). Por ultimo, se homogenizo la microplaca por 30 minutos para
disolver las sales de tetrazoilo formadas. La absorbancia se midié a 492 nm (Multiskan
Bichromatic, Fisher Scientific, EE.UU.) y los resultados fueron expresados como el

porcentaje de proliferacion celular respectivo al control.
9 Analisis estadistico

Todos los datos obtenidos fueron evaluados utilizando la prueba de Shapiro-
Wilks y Barlett para comprobar una distribucion normal y varianza constante.
Dependiendo de los resultados obtenidos se eligié el método de comparacion entre
grupos para evaluar la existencia o ausencia de diferencias significativas. Todas las

pruebas se realizaron con un nivel de significancia del 95%.
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Los datos obtenidos de la evaluaciéon de metabolitos totales (fendlicos totales,
flavonoides y taninos totales) y la medicion del poder antioxidante (ABTS y DPPH)
fueron evaluados mediante una prueba T de dos muestras asumiendo varianzas
desiguales utilizando el software Excel.

Los ensayos de inmunomodulacion, las pruebas de evaluacién de actividad
adaptogénica (nado forzado, nado en frio y anoxia), la ganancia de peso y los datos
obtenidos del peso de los drganos en las diferentes pruebas fueron evaluados
mediante un ANOVA de una via; a las poblaciones con diferencia estadistica (p < 0.05)
se les realiz6 un contraste de medias por el método de FISHER empleando el software

estadistico Minitab 18.
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VIl.  RESULTADOS Y DISCUSION
A Contenido de humedad y rendimientos de extraccion

El contenido de humedad en las raices de las especies de Roldana mostré
grandes diferencias (73.3% en R. sessilifoliay 32.01% en R. hartwegii) (Cuadro 5), al
igual que los rendimientos de extraccion (% b.s.) obtenidos por maceracion con etanol
(11.08% para EE-RS y 4.86% para EE-RH) (Cuadro 5). Esta diferencia puede estar
asociada a la naturaleza fisica de ambas raices, debido a que las de R. sessilifolia
contienen abundantes tubérculos blandos; mientras que en R. hartwegii casi no se
forman tubérculos y se compone principalmente de tejidos duros, aparentemente
lignificados. Los tubérculos son estructuras que funcionan como o6rganos de
almacenamiento de nutrientes destacando agua (70 a 80%) y azucares (16 a 24%),
ademas de trazas de proteinas vy lipidos (<4%) (Hoover, 2001), lo cual facilita su
trituracion y la obtencion de un tamano de particula mas fino lo que permite un mayor
rendimiento de extraccidn de sus componentes. En cambio, debido a sus estructuras
endurecidas, la molienda de R. hartwegii es un proceso dificil y poco eficiente, ademas
de que al almacenar pocos nutrientes y tener funciones principalmente estructurales,
contiene una baja proporcion de sustancias extraibles con etanal,

Anteriormente en el Laboratorio de Quimica de Productos Naturales se obtuvo
un extracto metandlico de R. sessilifolia con un rendimiento del 27.83%. En la literatura
se reportan rendimientos similares a los nuestros para la extraccion de raices de
diferentes plantas medicinales con mezclas hidroalcohdlicas (etanol/agua): por

ejemplo, curcuma (4.49 a 12.89%), jengibre (10.12 a 14.94%) y la Ashwagandha

46



Cuadro 5. Contenido de humedad y rendimientos de los extractos etandlicos (EEs)

de Roldana sessilifolia y Roldana hartwegii.”

Porcentaje
Especie de Roldana —
P Humedad Extraccion (b.s.)
R. sessilifolia 73.3 £3.962 11.1£0.422
R. hartwegii 32.0 +2.88° 4.9 +£0.41°

! Los valores son la media * desviacidn estandar de tres réplicas; b.s. en base seca. Letras
superindice diferentes en la misma columna indican diferencia estadistica (p < 0.05).
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(Whitania somnifera) (9.08 a 13.02%) (Sogi y col, 2010; Dhananiy col, 2017; Cha, Kim
y Cho, 2020) por citar algunos.

El etanol es un solvente que permite una mayor recuperacion de
fitoconstituyentes que los obtenidos con éter de petréleo, cloroformo y agua. Los
solventes polares son mas efectivos en la extraccion de compuestos bioactivos en
plantas, lo que ayuda a caracterizarlas mejor (Azwanida, 2015). Asimismo, debe
considerarse que el rendimiento de extraccion y el tipo de compuestos en el extracto
dependera de la parte de la planta empleada, el método de extraccion, tamafo de

particula y el solvente utilizado (Azwanida, 2015; Dhanani y col, 2017).

B Caracterizaciéon quimica

1 Analisis fitoquimico de los extractos etandlicos de Roldana

Los EEs de las dos especies de Roldana (R. sessilifolia y R. hartwegii)
presentaron cuatro familias de compuestos (Cuadro 6): flavonoides, terpenos, taninos
y cumarinas. En el EE-RS se detectaron abundantes terpenos y esteroles y no se
identificaron taninos. En contraste, el EE-RH se detectaron abundantes taninos,
flavonoides y cumarinas.

Los estudios quimicos para 12 especies del género Roldana han mostrado
abundancia de terpenos y esteroles, identificandose como componentes principales a
compuestos de tipo eremdfilo, plastoquinonas y compuestos como el B-sitosterol y
estigmasterol, a los cuales se les han atribuido diferentes propiedades biolégicas como
antitumorales, anticancerigenas, antibacterianas, antinflamatorias e
inmunomoduladoras (Hou y col, 2014; Bayrak y col, 2019; Khan y col, 2022; Bakrim,
2022). En segundo lugar, se encuentran los compuestos fendlicos y flavonoides; por

ejemplo, en las especies de Roldana R. aschenborniana, R. angulifolia, R. platanifolia,
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Cuadro 6. Analisis fitoquimico del extracto etandlico de Roldana sessilifolia y

Roldana hartwegii.
Especie de Roldana’
Metabolitos
R. sessilifolia R. hartwegii

Flavonoides +++ +++
Terpenos/Esteroles +++ ++
Taninos - F++
Cumarinas ++ +++
Saponinas - -
Alcaloides - -

Cardiotonicos - -

Antraquinonas libres - -

' La cantidad relativa de metabolito se establece como (+++) abundante, (++) moderada, (+)
escasa presencia, Yy (-) ausencia del metabolito.
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R. lobata y R. reticulata se han caracterizado derivados de kaempferol, acido
clorogénico, rutina, hidroquinonas vy tirosol (salidrésido) (Arciniegas y col, 2004;2006;
Maldonado y col, 2008; Arciniegas y col, 2013; Arciniegas y col, 2015).

A algunos de estos compuestos se le atribuyen propiedades antiparasitarias,
antibacterianas, antioxidantes, inmunomoduladoras, ansioliticas y antidepresivas
(Zhong, 2018; Periferakis y col, 2022). Esta diversidad de metabolitos secundarios en
Roldana sustenta los usos tradicionales para tratar una gran variedad de

enfermedades.
2 Contenido de metabolitos totales

El contenido de metabolitos totales en los EEs de las dos especies de Roldana
evaluadas se muestra en el Cuadro 7. En las tres determinaciones (e.g., fendlicos,
flavonoides y taninos), el EE-RH present6 el mayor contenido (p < 0.05), destacando
los taninos totales (336.4 + 9.54 ug EC/mg de EE) que fueron indetectables en el EE-
RS, lo que concuerda con el analisis fitoquimico (Cuadro 6). Se ha reportado que las
plantas acumulan taninos particularmente en los tejidos lefiosos como el durameny la
corteza (Hattenschwiler y Vitousek, 2000), lo que coincide con la naturaleza de la raiz
de R. hartwegii.

Los datos obtenidos concuerdan con reportes fitoquimicos previos de otras
especies de Roldana, indicando abundancia de flavonoides y fendlicos (Arciniegas y
col, 2008); sin embargo, éstos compuestos no se han cuantificado.

Comparando nuestros resultados (Cuadro 7) con el de otras raices de la familia
Asteraceae, Brakleyanthus salicifolius posee menor contenido de compuestos

fendlicos (17.22 ug EAG/mg de EE), asi como menor contenido de flavonoides totales
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Cuadro 7. Contenido de metabolitos totales en los extractos etandlicos (EE) de

Roldana sessilifolia y Roldana hartwegii.’

Fenodlicos totales Flavonoides totales Taninos totales
Especie de Roldana

Mg EAG/mg EE ug EQ/mg EE ug EC/mg EE
R. sessilifolia 66.10 + 3.30° 6.96 + 0.90° ND
R. hartwegii 149.70 + 4.68° 43.32 + 1.96 336.42 £+ 9.54

" Los valores son la media + DE de al menos tres réplicas. Letras superindice diferentes en la misma
columna indican diferencia estadistica (p < 0.05).

EAG: equivalentes de acido galico; EQ: equivalentes de quercetina y EC: equivalentes de catequina
ND: no detectables.
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(9.15 ug EQ/mg de EE) que R. hartwegii (43.32 ug EQ/mg de EE). Esta planta presenta
propiedades antiinflamatorias, antirreumaticas, nefroprotectoras y hepatoprotectoras
(Joaquin-Ramos y col, 2020). Artemisia absinthium, conocida comunmente como
“ajenjo”, posee menor contenido de fendlicos (19.77 uyg EAG/mg de EM) y flavonoides
totales (2.35 uyg EQ/mg de EM) (Trifan y col, 2022). En relacion a los taninos totales,
el contenido del EE-RH (336.42 + 9.54 ug EC/mg EE) fue mayor que el de otras
especies de la familia Asteraceae: e.g.,, EM de la raiz de Echinops spinosissimus (8.30
+ 0.65 pg/mg EM), planta utilizada tradicionalmente como agente antihipertensivo y
contra hemorroides (Zitouni-Nourine y col, 2022); extracto de acetato de etilo (EAE) de
la raiz de Scorzonera undulata (3.25 * 0.06 pg/mg EAE), utilizada para tratar
enfermedades pulmonares, resfrios y desordenes gastrointestinales (Bellassouad,
Feki y Ayadi, 2015).

De acuerdo con la literatura, los compuestos fendlicos, flavonoides y taninos
contribuyen a la actividad adaptogénica e inmunomoduladora de plantas usadas
tradicionalmente con estos fines (Panossian, 2003; Todorova y col, 2021). A estos
compuestos también se le han asociado propiedades antienvejecimiento,
antiinflamatorias y moduladoras del estrés oxidativo (Minatel y col, 2017). Plantas
adaptégenas como Rhodiola rosea, Panax ginseng y Whitania somnifera poseen altos
contenidos de fendlicos y flavonoides, confiriéndoles propiedades cardioprotectoras,
antiinflamatorias y neuroprotectoras. Estas plantas ayudan a mejorar la salud mental
y fisica y pueden ser utilizadas en la prevencién o tratamiento de enfermedades
cronico-degenerativas. Por ejemplo, enfermedades cardiovasculares, arterosclerosis,
cancer, diabetes, cataratas, desordenes de la funcién cognitiva y enfermedades

neuroldgicas (Arruda y col, 2020; Todorova y col, 2021).
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3 Caracterizacion de los extractos etanélicos mediante GC-MS

Los EEs de las dos especies de Roldana fueron analizados por GC-MS sin
derivatizar y derivatizados, esto ultimo con la finalidad de lograr la identificaciéon de un
mayor numero de componentes. Ambas especies presentaron terpenos, fitoesteroles,
acidos grasos, carbohidratos, compuestos fendlicos y cetonas (Cuadros 8 y 9).

Considerando el porcentaje de area relativo, en las muestras sin derivatizar los
compuestos predominantes fueron terpenos (27.58 y 48%), acidos grasos (26.69 y
16%) y flavonoides (17.24 y 12%) en el EE-RS y el EE-RH, respectivamente.
Distintivamente, cetonas (3.44%) y alcaloides (6.89%) solo se detectaron en el EE-RS,
mientras que compuestos tipo quinolonas (8%) solamente estuvieron presentes en el
EE-RH (Cuadro 8).

La derivatizacion de los extractos evidencié la presencia de carbohidratos: 65%
en EE-RS y 36.84% en EE-RH. Ademas, se identificaron aminoacidos en el EE-RS y
compuestos fendlicos en el EE-RH, adicionales a los otros compuestos antes
mencionados (Cuadro 9).

Ambas especies contienen cdmo terpenos dominantes lactonas
sesquiterpénicas: e.g., 3B-Hidroxicostundlido, 1,2,3,3a,8,8a-Hexahidro-2,2,8-trimetil-
(3aa,8a,8aa)-5,6-azulenodicarboxaldehido, Acetato-1a,2,4,4a,5,9-hexahidro-4,4a,6-
trimetill-3H-oxireno[8,8a]nafto[2,3-b]furan-5-ol, Acido 2-Metil-1a,2,4,4a,5,9-hexahidro-
4,4a,6-trimetil-3H-oxireno[8,8a]nafto[2,3-b]furan-5-il ester-2-butenoico, Hispitdlido-A y
8,9-Dihidro-9-formilcicloisolongifoleno (Cuadro 8). Este tipo de lactonas son tipicas en
especies de la familia Asteraceae y estan asociadas a importantes actividades
biolégicas tales como antiinflamatoria, anticancerigena, antifungica, ansiolitica,

analgésica y antitripanosomal (Mouijir y col, 2020).
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Cuadro 8. Compuestos identificados en el extracto etandlico de Roldana sessilifolia (EE-RS) y Roldana hartwegii (EE-

RH) por cromatografia de gases acoplado a espectrometria de masas (GC-MS).!

Compuesto quimico

EE-RS

EE-RH

No. Nombre TR (min) MM Match Area% Match Area%
1 2,3-Dihidro-3,5-dihidroxi-6-metil-4H-piran-4-ona 8.88 144 835 0.003 886 0.020
2 Db-Germacrano 18.041 204 740 0.002 886 0.028
3 1,2,3,4,5,6,7,8-Octahidro-1,4-dimetil-7-(1-metiletildeno)-azuleno (Guaieno) 18.192 204 838 0.005 735 0.002
4  p-Dihidroagarofurano 18.505 222 746 0.004 - -

5 Espatulenol 20.097 220 - - 662 0.009
6  1-Hidroxi-1,7-dimetil-4-isopropil-2,7-ciclodecadieno 20.118 222 - - 702 0.017
7  4-Metil-8-metoxi-2,3-dihidro-1H-1,5-benzodiazepin-2-ona 22.096 204 810 0.002 - -
8 4,5,9,10-Tetrahidroisolongifoleno 23.1 200 720 0.046 - -
9  2,4,7-Trimetill-1,8-naftiridina 23.533 172 - - 729 0.003
1,2,3,3a,8,8a-Hexahidro-2,2,8-trimetil-(3a4,84,8a4)-5,6-
10 azulenodicarboxaldehido 24.237 232 - - 734 0.291
11 Acido pentadecanoico 25.459 242 886 0.438 889 0.091
12 Acido tetradecanoico 25.51 300 - - 855 0.062
13 Acido 3,4,5-trimetoxibenzoico 25.707 212 - - 777 0.001
14 Trigonelina 25.758 137 611 0.015 - -
15 Eudesma-5-11(13)-dien-8,12-6lido 25.882 232 714 - 714 4.07
16 2H-1-Benzopiran-2-ona 27.466 146 665 0.025 - -
17 9,10-Dimetil-1,2,3,4,5,6,7,8-octahidroantraceno 28.23 214 743 0.093 - -
18 (R)-Acido hexadecanoico 28.493 256 918 0.911 817 0.080
19 Propifenazona 30.296 230 754 0.005 696 0.066
20 6-ter-Butil-4-metilcumarina 30.627 216 706 0.043 - -
21 2-(4-Clorofenil)-4-[(2-propin-1-iltio]quinazolina 30.719 310 - - 998 0.001
22 3,6,7,8-Tetrahidro-3,3,6,6-tetrametilindacen-1(2H)-ona 31.337 228 729 0.128 - -
23 3,6,9-Trimetil-3,3a,4,5,9a,9b-hexahidroazuleno[4,5-b]furan-2,7-diona 31.594 246 534 0.192 579 0.018
24  3B-Hidroxicostunolido 33.215 248 680 1.05 - -
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25
26

27
28
29
30

31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47

2,3-Dihidro-5,8-dimetil-1,4-naftoquinona

Noretinodrel
Acetato-1a,2,4,4a,5,9-hexahidro-4,4a,6-trimetil-3H-oxireno[8,8a]nafto[2,3-
b]furan-5-ol

Acido octadecanoico
Acido oleico

Acido trans-11- octadecanoico
Acido-2-Metil-1a,2,4,4a,5,9-hexahidro-4,4a,6-trimetil-3H-
oxireno[8,8a]nafto[2,3-b]furan-5-il ester-2-butenoico

2-Isopropenil-2,3-dihidrofuro[3,2-g]cromen-7-ona
Acido linoleico
3,3,6-Trimetil-1,5-heptadien-4-ona
Mesterolona

Senecionina

Hispitolido-A

4-Metil-4H-1,2,4-triazol
8,9-Dihidro-9-formilcicloisolongifoleno
Acido eicosanoico

Hispitolido-A
5,8-Dimetoxi-6-metill-2-nitroso-2-naftol
Bis(2-Etilhexil)ftalato
Estigmasta-3,5-dieno
22,23-Dihidroestigmasterol

y-Sitosterol

a-Sitosterol

33.626
34.099

37.763

38.533

39.046
39.11

39.611
41.913
43.483
43.865
45.06
45.049
45.718
46.098
46.854
47.388
48.123
48.149
48.525
57.332
62.584
62.615
64.735

188
298

290
352
354
354

330
228
352
152
304
335
306
83
230
384
306
247
390
396
414
414
486

600

720
990

940

720
660
900
948

820

917

950

608
941

765
940

3.516

0.909
3.862

6.138

15.379
0.235
0.837
0.028

0.013

0.042

0.591

3
0.103

0.0414
1.130

516

722

864

658

701

641

707

752
796

693

0.652

1.02

0.234

0.038

1.09

0.38

1.79

0.013
0.081

0.021

Negritas indican compuestos con mayor area (>1%). Cantidad relativa de las familias de compuestos detectadas (%):

en R.

sessilifolia terpenos 27.58%, fitoesteroles 3.44%, acidos grasos 20.69%, flavonoides 17.24%, cetonas 3.44% y alcaloides 6.89%; en

R. hartwegii terpenos 48%, fitoesteroles 12%, acidos grasos 16%, flavonoides 12% y quinolonas 8%.
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Cuadro 9. Compuestos identificados en el extracto etandlico derivatizado de Roldana sessilifolia (EEd-RS) y Roldana

hartwegii (EEd-RH) por cromatografia de gases acoplado a espectrometria de masas (GC-MS).!

Compuesto quimico EEd-RS EEd-RH
No. Nombre TR (min) MM Match Area% Match Area%
1 2,2,8,8-Tetrametil-3,7-dioxa-2,8-disilanonan-5-ona 11.46 234 - - 914 0.205
2 Eter de glicerol(TMS) 13.395 308 936 0.329 - -
3 L-Prolina(TMS) 13.598 259 916 0.069
4 D-Germacrano 18.03 204 - - 851 0.012
5 2,4-bis(1,1-dimetilletil)fenol 18.337 206 - - 863  0.005
6 Espatulenol 20.09 220 - - 711  0.010
7 a-D-1,2,3,5,6-pentakis-O-(TMS)galactofuranosa 24.244 540 - - 856  0.039
8 Dimero de tetra(TMS)dihidroxiacetona 24.375 468 - - 709 0.176
9 Dimero de 1,2,3,4,5-pentakis-O-(TMS)xilitol 24.68 512 922 0.323 - -
10 Dimero de tetra(TMS)dihidroxiacetona 24.957 468 - - 759 2.27
11 Dimero de tetra(TMS)dihidroxiacetona 24.96 468 - - 760 2.8
12 D-1,2,3,5-tetrakis-O-(TMS)xilofuranosa 24.994 438 - - 709 2.51
13 Dimero de tetra(TMS)dihidroxiacetona 24.957 468 - - 759 2.27
14 Dimero de tetra(TMS)dihidroxiacetona 24.96 468 - - 760 2.8
15 a-D/L-2,3,5-tris-O-(TMS)-metilarabinofuranésido 25.17 380 - - 671 1.11
16 Dimero de tetra(TMS)dihidroxiacetona 25.394 468 - - 716 2.12
17 Dimero de tetra(TMS)dihidroxiacetona 25.403 468 - - 710 2.14
18 L-2,3,4,5,6-Pentakis-O-(TMS)altrosa 25.575 540 - - 740 0.163
19 Db-1,3,4,5,6-Pentakis-O-(TMS)fructosa-O-metiloxima 25.647 540 - - 781 1.07
20 D-1,3,4,5,6-Pentakis-O-(TMS)fructosa-O-metiloxima 25.647 540 - - 784  0.899
21 5,11(13)-Dien-8,12-eudesmadlido 25.846 232 - - 718 1.76
22 5,11(13)-Dien-8,12-eudesmadlido 25.865 232 - - 723 2.09
23 0a-D-2,3,5,6-Tetrakis-O-(TMS)metilglucofuranésido 25.866 482 821 1.03 - -
[4aR-(4a4,54,8a4)]-4a,5,6,7,8,8a-hexahidro-3,4a,5-trimetil- o5 874 239 645 183

N
N

nafto[2,3-b]furan-9(4H)-ona
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25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43

44

45

46

47
48

49
50

Dimero de tetra(TMS)dihidroxiacetona
D-1,3,4,5,6-Pentakis-O-(TMS)fructosa
D-1,3,4,5,6-Pentakis-O-(TMS)fructosa

Acido p-2-Pentakis(TMS)cetoglucénico
D-1,3,4,5,6-Pentakis-O-(TMS)fructosa
Pentakis-O-(TMS)glucopiranosa
D-1,3,4,5,6-Pentakis-O-(TMS)fructosa
D-1,3,4,5,6-Pentakis-O-(TMS)fructosa
Pentakis-O-(TMS)glucofuranosa
a-D-2,3,5,6-Tetrakis-O-(TMS)metilglucofurandsido
L-2,3,4,5,6-Pentakis-O-(TMS)altrosa
n-Pentadecanoato de TMS
1,2,3,4,5-Pentakis-O-(TMS)xilitol
1,2,3,4,5-Pentakis-O-(TMS)ribitol
a-D-1,2,3,4,6-Pentakis-O-(TMS)galactopiranosa
D-Tetrakis(TMS)xilosa
2,3,4,5,6-pentakis-O-(TMS)-Talosa
2-(4-Metoxifenil)-4-[(2-propin-1-il)tio]quinazolina
2,3,4,5,6-Pentakis-O-(TMS)talosa

Acetato de 1a,2,4,4a,5,9-Hexahidro-4,4a,6-trimetil-3H-
oxireno[8,8a]nafto[2,3-b]furan-5-olilo

Acetato de 1a,2,4,4a,5,9-hexahidro-4,4a,6-trimetil-3H-
oxireno[8,8a]nafto[2,3-b]furan-5-olilo

Acetato de 1a,2,4,4a,5,9-hexahidro-4,4a,6-trimetil-3H-
oxireno[8,8a]nafto[2,3-b]furan-5-olilo

Acetato de 1a,2,4,4a,5,9-hexahidro-4,4a,6-trimetil-3H-
oxireno[8,8a]nafto[2,3-b]furan-5-olilo
(Z,2)-9,12-Octadecadienoato de TMS
[3R-(34)]4-(Acetoxi)decahidro-8-hidroxi-,3,8a-dimetil-5-
metilenafto[2,3-b]furan-2(3H)-ona

Hispitolide-A

57

26.2
26.459
26.58
26.634
26.732
26.785
26.811
26.818
27.036
27.055
27.255
27.653
27.773
27.781
28.384
28.435
28.791
29.48
31.277

33.375

34.042

37.73

39.565
38.653
44.355
45.688

468
540
540
554
540
540
540
540
540
482
540
314
512
512
540
438
540
306
540

290

290

290

290
352
308
306

787
783
799
900
903

824
930

920

932
782
928

875
561

14.6
21.59
2.39
4.52
4.36

15
0.328

3.28

0.2
1.19
2.37

0.143
0.078

695

807

800

824
905
774
731
733

789

765

719

760

720

702

5.57
1.03

0.42

0.199
0.043
0.345
0.203
0.153

0.069

0.319

0.615

0.052

1.12

0.547



51 Hispitolide-A 48.104 306 - - 701  0.966

" gi,gl,%-Trlmetll-S,SaA,S,9a,9b-hexahldroazuleno[4,5-b]furan-2,7- 48.546 248 673 13 - _
a—D—1,3,4,6—T_etra[<|s_—0—(TMS)fructofuranosn—a—D—Z,3,4,6—tetrak|s—O— 50 102 018 888 0.669

53 (TMS)glucopiranésido - -
a-D-1,3,4,6-Tetrakis-O-(TMS)fructofuranosil-a-D-2,3,4,6-tetrakis-O- 51 782 918 928 104 848 0.053

54 (TMS)glucopiranésido

!Negritas indican compuestos con mayor area (>1%). Cantidad relativa de las familias de compuestos detectadas (%): para R.
sessilifolia terpenos 10%, carbohidratos 65%, alcoholes 5%, acidos grasos 5%, quinazolina 5%, cetonas 5% y aminoacidos 5%; y
para R. hartwegii terpenos 28.94%, carbohidratos 36.84%, acidos grasos 2.63%, cetonas 23.68% y compuestos fendlicos 2.63%.
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Los compuestos que presentaron mayor area en EE-RS y EE-RH fueron
derivados del azuleno (e.g., espatulenol, guaieno, 1,2,3,3a,8,8a-Hexahidro-2,2,8-
Trimetil-(3aa,8a,8aa)-5,6-azulenodicarboxaldehido y 3,6,9-Trimetil-3,3a,4,5,9a,9b-
hexahidroazuleno[4,5-b]furan-2,7-diona). Este tipo de compuestos se han reportado
en Matricaria chamomilla, Artemisia absithium y Achillea millefolium, entre otras,
plantas utilizadas en medicina tradicional para terapias antinflamatorias y antialérgicas
(Ali, Gopalakrishnan y Venkatesalu, 2017; Batiha y col, 2020; El Mihyaoui y col, 2022).
Mientras que los compuestos identificados tienen potencial para tratar neoplasias,
diabetes, enfermedades virales y fangicas, asi como para el tratamiento de
enfermedades inflamatorias (Bakun y col, 2021).

En cuanto a compuestos individuales, el EE-RS destaco en la presencia de acido
linoleico, asi como de los esteroles estigmasterol y sitosterol. Al respecto, la microbiota
intestinal transforma el acido linoleico en conjugados del acido linoleico, compuestos
con diferentes propiedades biolégicas y que se relacionan con la modulacion de la
inflamacion, signo de la patogénesis de enfermedades concurrentes como la artritis
reumatoide, osteoartritis, ateroesclerosis, obesidad, diabetes, asma, alergias,
infecciones bacterianas y virales, asi como el cancer (Viladomiu, Hontecillas y
Bassaganya-Riera, 2016). Por otra parte, se ha encontrado que el estigmasterol y
sitosterol poseen propiedades inmunomoduladoras, antibacterianas, antifungicas,
antiparasitarias, antioxidantes y neuroprotectoras (Bakrim y col, 2022; Khan y col,
2022).

Otro compuesto de interés presente en el EE-RS fue el alcaloide senecionina,
perteneciente a la familia de la pirrolizidina (PA). A la fecha, en el género Roldana no

se habian identificado alcaloides; sin embargo, éstos son comunes en el género
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Senecio de la cual el género Roldana fue segregado. Los alcaloides pueden tener
efectos terapéuticos, en su estructura presentan grupos hidroxilados que les permite
mimetizar la estructura de un monosacarido y les confiere propiedades antivirales,
anticancerigenas y antidiabéticas (Romo de Vivar y col, 2007). Sin embargo, la
mayoria de los PA son hepatotoxicos, algunos inclusive mutagénicos, causando
hepatomegalia, desérdenes veno-oclusivos y otras afecciones (Romo de Vivar y col,
2007).

Por ultimo, el EE-RH contiene el eremofilandlido Eudesma-5-11(13)-dien-8,12-
olido (4.07%), esto concuerda con los estudios realizados sobre la composicion
quimica del género Roldana, donde este tipo de compuestos han sido aislados en 12
especies hasta la fecha (Delgado y col, 1991; Delgado y col, 1996; Pérez-Castorena y
col, 2006; Arciniegas y col, 2008; Maldonado y col, 2008; Arciniegas y col, 2013). Los
reportes cientificos sugieren que los eremofilandlidos contribuyen significativamente a
las actividades biolégicas de especies de Roldana. Los eremofilandlidos fueron
aislados por primera vez de la madera de Eremophila mitchelli, ésta se utiliza como
analgésico y para el tratamiento contra agentes patdégenos (Massy-Westropp y
Reynolds, 1966). Algunas de las propiedades farmacéuticas asociados a los
eremofilandlidos incluyen citotoxicidad, antitumoral, antimicrobiana, antiinflamatoria y

antialérgica (Hou y col, 2014).
4 Caracterizacion de los extractos etanélicos mediante HPLC-ESI-MS

La identificacion de los compuestos se basd en sus espectros de absorcion UV-vis,
patrones de fragmentacion obtenidos por ESI-MS/MS y comparacion con informacién

reportada en la literatura. En total se identificaron 15 compuestos en el EE-RS y 24
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compuestos en el EE-RH (Figura 4, Cuadro 10 y Cuadro 11). Los espectros UV-vis
indicaron la presencia de flavonoides (Amax =250, 360 nm), acidos fendlicos (Amax = 320
nm) y taninos condensados (Amax = 240, 380, 650 nm). En general, el EE-RH destaco
en la presencia de flavonoides, mientras que el EE-RS presentd mayor diversidad en
sSu composicion quimica.

Asimismo, los resultados de ESI-MS/MS permitieron identificar iones
cuasimoleculares [M-H]" y fragmentos caracteristicos para compuestos derivados de
kaempferol (m/z = 285) (El Sayed y col, 2023), quercetina (m/z = 301) (Pascale y col,
2020) e isoramnetina (m/z = 315) (Mustafa y col, 2022), acidos fendlicos derivados de
acido cafeico (m/z = 179) (EI-Shazly y col, 2022), cumarico (m/z = 163) (Cheiran y col,
2019), siringico (m/z = 197) (Luo y col, 2020), acido galico (m/z = 169) (Felegyi-Téth y
col, 2022), y mondémeros de proantocianidinas como (epi)galocatequina (m/z = 305)
(Ambigaipalan y col, 2016). En cuanto a los sustituyentes, las pérdidas indicaron la
presencia principalmente de los carbohidratos: pentosas (132 Da) (Karonen y Pihlava,
2022), metilpentosas (e.g., ramnosa) (146 Da) (Abdel-Moez y col, 2023) y hexosas
(162 Da) (Karonen y Pihlava, 2022).

A continuacién, se muestra la interpretacion de los datos obtenidos por ESI-

MS/MS para la identificacion de compuestos en cada especie de Roldana.
a Roldana sessilifolia

El pico 1 presenté un ion molecular [M — H]” con m/z = 215, la pérdida de una

molécula de H20 gener6 el fragmento mas abundante m/z =197 [[M — H) — 18] y éste
ultimo produjo el fragmento m/z = 153 [(M — H) — 44] . Este patron de fragmentacion

es caracteristico del acido siringico, que podria estar formando aducto con agua como
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Figura 4. Cromatogramas (HPLC-DAD, A = 320 nm) de los extractos etandlicos de

Roldana sessilifolia (RS) y Roldana hartwegii (RH). La identificacion de los picos se

presenta en los Cuadros 10 y 11.

62



Cuadro 10. Datos cromatograficos y espectrales utilizados en la identificacion de los picos mayoritarios del extracto

etandlico de Roldana sessilifolia (EE-RS).

. TR? Amax  [M-H] . - . .
Pico (min) (nm) (m/z) Fragmentacion MS/MS [M-H]~ (m/z) Identidad asignada

MS? [215]" — 197, 171, 153 C

1 11.72 270 215 MS? [197]" — 153, 135, 97 Acido siringico hidratado
MS? [279] - — 235, 191, 139, 87.

2 1653 267 219 mse [235] - — 191, 175, 123. ] NI

3 20.36 320 179 MS?[179] — 135, 123. Acido cafeico
MS?[261] - — 217, 176, 140, 123. Acido 9-hidroxi-fluoranteno-8-

4 26.71 352 261 MS3[217] — 202, 189, 173, 161, 96. carboxilico

5 31.11 323 219 MS?[219]" — 201, 163, 149, 121. Espatulenol
MS? [385] - — 367, 339, 323, 297, 279, 223, 179.

6 34.88 260,320 385 MS®[367]  — 349, 323, 305. Sulfato de (epi)galocatequina
MS* [305] - — 289, 261, 197, 183, 175, 125, 110.

2 -

v 36.10 320 595 l;/I7S9 [595] - — 577, 551, 433, 393, 347, 315, 279, 247, 225, NI
MS? [537] ~ — 519, 493, 375.

8 43.18 320-350 537 MS? [375] - — 357, 331, 201, 179, 135. Amentoflavona
MS? [515] - — 353, 335, 299, 255, 179. Q. . L

9 4452 320-350 515 MS? [353] - — 191, 173, 135, Acido 1,5-O-dicafeoilquinico

10 458 220 463 MS?[463]" — 445, 419, 383, 301, 281, 269, 321, 205, 179. Quercetin-O-hexdsido
MS? [263] - — 245, 235, 219, 201, 175, 127, 97

114692 224 283 153 1219]- — 204, 191, 177, 163, 149, 121, NI
MS? [377] - — 333, 289, 277, 245, 233, 203.

12 49.05 230 377 MS3®[277]" — 233, 215, 189, 171, 147. NI
MS*[233]~ — 177, 163, 149, 121.
MS? [363] - — 319, 277, 233.

135035 300 363 153 1977]- -, 250, 233, 215, 189, 171, 87. NI

245, 280, MS? [317] - — 303, 279, 255, 231, 165.
14512l "a50 7 3 Ms3[279] - 261, 235 217, 191, 173, 165, 140, NI
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15
16
17

18
19
20
21
22

23

24

25

51.7
52.49
53.19

53.23
53.91
54.11
54.78
55.28

55.9

57.95

60.19

297, 315
288, 322
220-340

220-340
293-350
293-350
293, 330
355

315

287

280

755
361
265

583
309
593
353
493

521

599

483

MS? [755] - — 737, 713, 593, 474, 295, 279

MS? [361] - — 343, 317, 275, 261, 217, 199, 163.

MS? [261] - — 217, 173, 161.

MS? [265] - — 221, 189, 165, 97.

MS? [583] - — 539, 495, 409, 351, 215, 191, 173.
MS?[351] ~— 307, 261, 215, 194.9, 177, 133.

MS? [309] - — 291, 265, 221, 203, 123, 97.

MS? [593] - — 575, 549, 517, 507, 493, 380, 352, 334, 285,
257, 225, 179.

MS? [353] - — 335, 309, 281, 249, 191, 179, 123.

MS? [493]~ — 474, 448, 412, 330, 262, 232, 205, 153.

MS? [447] — 403, 280.

MS? [521] - — 489, 477, 459, 433, 241, 191,

MS? [477]~ — 462, 433, 403, 377, 305, 281, 231, 179.

MS? [599] - — 581, 555, 511, 409, 367, 351, 319, 305, 275,
231, 191.

MS? [555] - — 511, 499, 265, 189.

MS? [483] - — 465, 439, 395, 377, 317, 255, 227, 153.

MS? [255] - — 237, 208, 149. 87.

Pentdsido de verbascosido
NI
Fuhalol
NI

Indicaxantina
Kaempferol-O-(hexosil)ramnédsido
Acido cafeoilquinico
Patuletin-7-hexosido

Acido hexosil-rosmarinico
NI

NI

RT: tiempo de retencion, NI: no identificado.
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Cuadro 11. Datos cromatogréficos y espectrales utilizados en la identificacién de los picos mayoritarios del extracto

etanolico de Roldana hartwegii (EE-RH).

. TR? Amax [M-H]~ . . .

Pico (min) (nm) (m/2) Fragmentacion MS/MS [M-H]- (m/z) Identidad asignada
1 1371 312 325  MS?[325]" — 183, 169 Derivado ;:”?g'do metl-
2 15.28 315 355 MS? [355] - — 337, 309, 265, 199, 183, 153, 125 NI
3 17.62 325 385 MS? [385] ~— 367, 341, 267, 223, 183, 137 Sinapoil-hexosido
4 20.01 320 179 MS2[179]" — 151, 135 Acido cafeico
5 23.67* 322 181 MS2[181] " — 166, 137, 109, 99 Acido dihidrocafeico
6 23.67 270-370 379 MS? [379] - — 361, 335, 299, 249, 205, 181, 137, 153. NI
7 29.10 308 487 MS? [487] - — 469, 455, 443, 425, 277, 171, 153. NI
8 30.68 286, 340 305 MS? [305] - — 287, 273, 261, 173, 138. (Epi)galocatequina

MS? [493]~ — 331 ) -
9 42.78 271, 356 493 MS? [331] > 315, 209, 181 Patuletin-O-hexdsido
10 43.71 267, 350 447 MS? [447]~ — 285, 284, 79 Kaempferol-O-hexdsido
i 2 - Quercetin-O-
11 44.31 250-360 593 MS? [593] - — 447, 315, 300, 285, 179. (ramnosiljramnésido
12 4497 270, 350 477 MS? [477] - — 357, 314, 299, 179, 151. Isoramnetin-O-hexdésido
13 45,72 254, 350 463 MS? [463] - — 343, 301, 151 Quercetin-O-hexésido
14  46.35 271,350 771 MS?[771]" — 753, 609, 508, 490, 339, 301, 279, 255. Quercetin-O-hexosil-
ramnosil-hexésido
Quercetin-O-
15  47.01 271,350 609  MS?[609] — 447, 429, 300, 285, 255, 179. (hexosil)ramnosido
16 47.45 271, 350 477 MS? [477] - — 314, 300, 179, 151. Isoramnetin-O-hexdésido

65



17
18

19

20

21

22

23

24
25

26
27

47.5
47.8

48.16

49.06

49.39

49.56

49.78

52.69
53.91

54.19
58.48

255, 351
253, 346

255, 349
265, 345
265, 350
256, 352

265, 349

255, 369
254, 350

270, 358
272, 339

447
741

579

725

489

519

563

301
285

315
599

MS? [447] - — 301, 279, 255.

MS?[741] - — 723, 609, 591, 579, 355, 301, 279, 255.

MS? [579] — 447, 429, 355, 301, 271, 255.
MS? [579] - — 475, 447, 429, 355, 300, 271, 179.

MS? [725] - — 688, 593, 563, 413, 285, 255.
MS? [489]~ — 447, 343, 285.
MS? [519] - — 459, 537, 315, 300.

MS2? [563] " — 519, 447, 431, 413, 284, 255, 179.

MS? [301] - — 257, 179, 151, 107.
MS? [285] - — 241, 199, 175, 151.
MS? [315] - — 300, 271, 197, 151.
MS? [300] — 272, 255, 227, 151.
MS? [599] - — 581, 437, 419, 283, 255,241.

Quercetin-O-ramnésido
Quercetin-O-hexosil-O-
(pentosil)ramnésido
Quercetin-O-
(pentosil)ramndsido
Kaempferol-O-hexosil-O-
(pentosil)ramnadsido
Kaempferol-O-
(acetil)hexdsido
Isoramnetin-O-
(acetil)hexdsido
Kaempferol-O-
(pentosil)ramndsido

Quercetina
Kaempferol

Isoramnetina

Derivado de fosfatidilinositol

TR: Tiempo de retencion, NI: no identificado.
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se ha reportado para otros compuestos fendlicos (Yeo y Shahidi, 2020). Basado en lo
anterior el pico 1 se identificé como acido siringico hidratado.

El pico 2 no fue identificado, presenté un ion molecular m/z = 279 [M - H]" y
fragmentos (MS/MS) m/z = 235 [(M — H) —44]"y m/z=191 [(M — H) — 44 — 44] debido
a pérdidas consecutivas de CO2. Un ion a m/z = 191 podria atribuirse a una molécula
de acido quinico o acido citrico; sin embargo, no se observaron sus fragmentos
principales de m/z = 173 y 111, respectivamente.

El pico 3 fue identificado como acido cafeico al presentar el ion molecular m/z =
179 [M - H]" y su fragmento m/z = 135 [(M — H) — 44] (100) atribuido a la pérdida de
COg2 (Bastos y col, 2007).

El pico 4 fue identificado como acido 9-hidroxi-fluoranteno-8-carboxilico, basado
en el ion molecular m/z = 261 [M — H]” y su fragmento m/z = 217 [(M — H) — 44]
representando la pérdida de una molécula de CO2, este fragmento da origen al
fragmento m/z = 189 [(M — H) — 28] debido a la pérdida de CO (Maeda y col, 2014).

El pico 5 present6 un ion molecular m/z = 219 [M — H]" y fragmentos m/z = 101
[(M - H) - 18], 163 [(M — H) — 56](100) y 149 [(M — H) — 70]". Klau y col. (2023)
asignaron esta fragmentacion al espatulenol, este compuesto también fue identificado
en el analisis por CG-MS.

El pico 6 presentd un ion molecular m/z = 385 [M — H]” y fragmentos
caracteristicos de (epi)galocatequina m/z = 305 [(M — H) — 80], 289 y 110 (fragmento
de catecol). La pérdida de 80 Da puede ser asociada a la presencia de sulfato, por lo
que el compuesto fue identificado como sulfato de (epi)galocatequina (Duenas y col,

2012).
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El pico 7 no fue identificado, presenté un ion molecular m/z = 595 [M — H]™ y un
patréon de fragmentacion complejo que incluye los fragmentos mas abundantes m/z =
577 [(M - H)-18], 551 [(M — H) — 44], 433 [(M — H) — 162]-, 315[(M — H) — 280]", 279
y 179. Las pérdidas de 18 y 44 Da sugieren presencia de sustituyentes acidos, la de
162 Da de hexosa y la de 179 Da de acido cafeico; sin embargo, la informacion fue
insuficiente para la identificacion tentativa.

El pico 8 fue identificado como amentoflavona, basado en el ion molecular m/z =
537 [M — H]" y el fragmento m/z = 375 [(M — H) — 162] que representa la ruptura %4A-
de una de las apigeninas (Michler y col, 2011).

El pico 9 fue identificado como acido 1,5-O-dicafeoilquinico basado en el ion
molecular m/z = 515 [M-H]~ y dos fragmentos, el primero con m/z = 353 [(M — H) —
162], representando la pérdida de un residuo de acido cafeico, y el segundo con m/z
=191 [(M - H) - 162], representando la pérdida del segundo residuo de acido cafeico,
dando como resultado el esqueleto del acido quinico, que tras sufrir una deshidrataciéon
genera el fragmento m/z = 173 [(M — H) — 18] (Gouveoa y Castilho, 2011).

El pico 10 fue identificado como quercetin-O-hexdsido basado en el ion
molecular m/z = 463 [M — H]™ y la pérdida de 162 Da, correspondiente a un residuo de
hexosa, generando asi la aglicona quercetina con m/z = 301 [(M — H) — 162] (Yo)
(Gouveoa y Castilho, 2011).

Los picos 11 — 14 presentaron iones moleculares [M — H]" m/z = 263, 377, 363 y
317, respectivamente, y no fue posible identificarlos (Cuadro 10).

El pico 15 fue identificado como pentéxido de verbascosido basado en el ion

molecular m/z = 755 [M — H]™ y un fragmento m/z = 593 [(M — H) — 162]~ debido a la
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liberacidon de un fragmento de acido cafeico de la estructura del verbascésido (Passon
y col, 2021).

El pico 16 no fue identificado, present6é un ion molecular m/z = 361 [M — H]" y
fragmentos principales de m/z = 261 [(M — H) — 100]" (100%), 217 [(M — H) — 144]" y
199 [(M — H) — 162]".

El pico 17 fue identificado como fuhalol (florotanino) basado en el ion molecular
m/z = 265 [M — H]” y un fragmento m/z = 221 [(M — H) — 44]", representando la pérdida
de CO2 (Chouh y col, 2022).

El pico 18 no fue identificado, presentd un ion molecular m/z = 583 [M — H]" y sus
principales fragmentos fueron m/z = 495 [(M — H) — 88]~ (2C0O2), 351 [(M — H) — 232]"
(100%) y 215 [(M — H) — 232 — 136]".

El pico 19 fue identificado como indicaxantina basado en el ion molecular m/z =
309 [M — H] y un fragmento m/z = 265 [(M — H) — 44], representando la pérdida de

CO2 (Tran y Do, 2019).

El pico 20 fue identificado tentativamente como kaempferol-O-
(hexosil)ramnésido, presento ion molecular m/z = 593 [M — H]~ y muchos fragmentos,
el mas abundante corresponde a la aglicona (kaempferol) con m/z = 285 [(M — H) —

308]™ (Yo) como resultado de la pérdida de hexosa y ramnosa (Marzouk y col, 2016).

El pico 21 fue identificado como acido cafeoilquinico basado en el ion molecular
m/z = 353 [M — H]™ y un fragmento m/z = 191 [(M — H) — 162]", representando la pérdida
de &cido cafeico, dando como resultado el esqueleto del acido quinico (Gouveia y

Castilho, 2011).
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El pico 22 fue identificado como patuletin-O-hexésido basado en el ion
molecular m/z = 493 [M — HJ]~, el cual present6 una pérdida de 162 Da, correspondiente
a glucosa, generando asi la aglicona (patuletina) con m/z = 330 [(M — H) — 162]"

(Marzouk y col, 2016).

El pico 23 fue identificado como &cido hexosil-rosmarinico basado en el ion
molecular m/z =521 [M —H]" y un fragmento m/z = 179 [(M — H) — 342]", representando

la pérdida de hexosa y acido cafeico (Sonmezdag, Kelebek y Selli, 2016).

Por dltimo, el patrén de fragmentacion de los picos 24 y 25 no fue posible

relacionarlos con alguna estructura y no fueron identificados.
b Roldana hartwegii

El pico 1 presento el ion molecular m/z = 325 [(M — H)]” y fue identificado como
como derivado de acido metil-galico, presenté los fragmentos m/z = 183 [(M-H) — 142]"
y m/z =169 [(M — H) — 142 — 14]~ (Sanz y col, 2010).

El pico 2 no fue identificado, presentd un ion molecular m/z = 355 [M — H]" y sus
principales fragmentos fueron m/z = 337 [(M — H) — 18]~ (2C0O2), 309 [(M — H) — 46]"
(100%) y 183 [(M = H) - 172]".

El pico 3 fue identificado como sinapoil-hexdsido, presenté el ion molecular m/z
= 385 [M-H] vy el fragmento m/z = 223 [(M — H) — 162]", el cual representa la pérdida
de la hexosa de la estructura del acido sinapico (Barros y col, 2011).

El pico 4 corresponde al acido cafeico al presentar el ion molecular m/z = 179 [M
— H] y el fragmento m/z = 135 [(M — H) — 44]” debido a la pérdida de CO2 (Bastos y

col, 2007).
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El pico 5 fue identificado como acido dihidrocafeico basado en su ion molecular
m/z =181 [M — H] y el fragmento m/z = 137 [(M — H) — 44]", representando la pérdida
de COo..

Los iones moleculares [M — H]~ de los picos 6 (m/z=379)y 7 (m/z = 487) y sus
fragmentos fue imposible asociarlos con una posible identidad.

El pico 8 fue identificado como (epi)galocatequina basado en el ion molecular
m/z = 305 [M — H]" y dos fragmentos de la molécula, el primero con m/z = 287 [(M — H)
— 18] representando la pérdida de agua; mientras que el segundo con m/z = 261 [(M
— H) — 44] corresponde a la pérdida de CO2(Chua y col, 2011).

El pico 9 fue identificado como patuletin-O-hexdsido basado en el ion molecular
m/z = 493 [M — H] "y el fragmento de la aglicona m/z = 331 [(M — H) — 162]- (Yo, la
pérdida caracteristica de 162 Da corresponde a una molécula de hexosa (Han y col,
2008).

El pico 10 fue identificado como kaempferol-O-hexdsido, presenté un ion
molecular m/z = 447 [M — H]™ y el fragmento principal m/z = 285 [(M — H) — 162]"
(hexosa).

El pico 11 fue identificado como quercetin-O-(ramnosil)ramndsido basado en el
ion molecular m/z = 593 [M — H]" y sus dos fragmentos, el menos abundante m/z = 447
[(M — H) — 146]" correspondiente a pérdida de ramnosa y el principal m/z = 300 [(M —
H) — 146 — 146 — H]” (Yo~ H) atribuido a la aglicona quercetina (Marzouk y col, 2016).

El pico 12 fue identificado como isoramnetin-O-hexdsido basado en el ion
molecular m/z = 477 [M — H]" y el fragmento m/z = 314 [(M — H) — 162]" (Yo - 1)

resultante de la pérdida de 162 Da (hexosa) (Barros y col, 2013).
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El pico 13 fue identificado como quercetin-O-hexdsido basado en el ion
molecular m/z = 463 [M — H]™ y el fragmento de la quercetin aglicona m/z = 301 [(M —
H) — 162]" (Yo), asociado a la pérdida de una molécula de hexosa (162 Da) (Hvattum,
2002).

El pico 14 fue identificado como quercetin-O-hexosil-ramnosil-hexdsido basado
en el ion molecular m/z =771 [M — H]", el cual pierde 162 Da (hexosa) para generar el
fragmento del quercetin-O-hexosil-ramnésido m/z = 609 [(M — H) — 162]" (Y2).
También se detecté el fragmento de quercetina, posterior a pérdida de los tres
fragmentos de carbohidratos con m/z =301 [(M—-H) - 162 - 146 — 162]" (Yo) (Kelebek,
2016).

El pico 15 fue identificado como quercetin-O-(hexosil)ramnésido basado en el
ion molecular m/z = 609 [M — H]™ y los fragmentos menos abundante m/z = 447 [(M —
H) — 162] (pérdida de hexosa) y mas abundante m/z = 300 [[M — H) — 162 — 146 — H]~
(Yo - H) (pérdida de hexosa y ramnosa). La ausencia de un fragmento de m/z = 463
[(M—H) - 146] indica que se trata del disacarido hexosa-ramnosa (Gouveia y Castilho,
2011).

El pico 16 fue identificado como isémero del isoramnetin-O-hexdsido, presentd
el ion molecular m/z = 477 [M — H]™ y el fragmento de la isoramnetin aglicona m/z =
314 [(M - H) — 162]” (Yo — 1) debido a la pérdida de 162 Da (hexosa) (Barros y col,
2013).

El pico 17 fue identificado como quercetin-O-ramnésido basado en el ion
molecular m/z = 447 [M — H]", el cual pierde 146 Da (ramnosa) para generar el
fragmento de la quercetin aglicona (quercetina) m/z = 301 [(M — H) — 146]" (Yo)

(Hvattum, 2002).
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El pico 18 fue identificado como quercetin-O-hexosil-O-(pentosil)ramndsido,
presento el ion molecular [M — H]” con m/z = 741, el fragmento m/z = 579 [(M — H) —
162]” por la pérdida de una hexosa y el de la quercetina m/z = 301 [[M — H) — 162 —
278] (Yo); adicionalmente, el ion m/z =609 [(M — H) — 132]" indica la presencia de una
pentosa. El MS? de 579 genero el fragmento menos abundante m/z = 447 [(M — H) —
162 — 132]" y el mas abundante m/z = 301 [(M — H) — 162 — 132 — 146] (Yo'), estos
datos indican una hexosa en una posicion y el disacarido pentosa-ramnosa en otra
(Marzouk y col, 2016).

El pico 19 fue identificado como quercetin-O-(pentosil)ramndsido. Entre sus
picos mayoritarios tenemos el ion molecular m/z =579 [M — H]~, un fragmento de menor
abundancia m/z = 447 [(M — H) — 132]" y otro mas abundante m/z = 300 [(M — H) — 132
— 146 — H] (Yo — H) (quercetina). Estos fragmentos corresponden a la pérdida de un
disacarido formado por pentosa (—132 Da) y ramnosa (—146 Da) (Marzouk y col, 2016).

El pico 20 fue identificado como Kaempferol-O-hexosil-O-(pentosil)ramnésido
basado en el ion molecular m/z = 725 [M — H]", sus fragmentos mas abundantes m/z
= 563 [(M — H) — 162]  (pérdida de hexosa) y m/z = 285 [(M — H) — 162 — 278]™ (Yo)
correspondiente a kaempferol. Adicionalmente, el ion m/z = 593 [(M — H) — 132]" indica
la presencia de una pentosa (Sobral y col, 2017).

El pico 21 fue identificado como kaempferol-O-(acetil)hexosido, presento el ion
molecular m/z = 489 [M — H]" y el fragmento principal m/z = 285 [(M — H) — 204]"
correspondiente a la aglicona kaempferol. La pérdida de 204 Da es atribuida a una

acetil-hexosa (Pacheco y col, 2019).
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El pico 22 fue identificado como isoramnetin-O-(acetil)hexdsido debido al ion
molecular m/z = 519 [M — H]™ y su fragmento principal m/z = 315 [(M-H) — 204] (Yo),
corresponde a isoramnetina por la pérdida de acetil-hexosa (Pacheco y col, 2019).

El pico 23 corresponde al kaempferol-O-(pentosil)ramndsido, presenté un ion
molecular m/z = 563 [M — H]~, un fragmento menos abundante m/z = 431 [([M — H) —
132]" y otro mas abundante m/z = 384 [(M — H) — 132 — 146 — H]” (Yo — H)
correspondiente a kaempferol; las pérdidas se asignaron a un disacarido formado por
pentosa (—132 Da) y ramnosa (—146 Da) (Stefanowicz-Hajduk y col, 2020).

También se identificaron tres agliconas de flavonoides (picos 24, 25 y 26): el 24
fue identificado como quercetina basado en el ion molecular m/z = 301 [M — H]" y sus
fragmentos m/z = 179 [(M — H) — 122]7, 151 [(M — H) — 28]"y 107 [(M — H) — 44]"
(Hvattum, 2002); el 25 fue identificado como kaempferol basado en el ion molecular
m/z =285 [M —H] y sus fragmentos m/z=241,175y 151 u (Sanz et al, 2010); mientras
que el 26 correspondio a la isoramnetina basado en el ion molecular m/z = 315 [M —
H]~ y sus fragmentos m/z = 300 [(M — H) — 15]7, 272 [[M — H) — 43]"y 151 [(M — H) —
121] (Chen y col, 2015).

El pico 27 fue identificado como quercetin-galoil-ramndsido basado en el ion
molecular m/z = 599 [M — H]" y sus dos fragmentos: m/z = 447 [(M — H) — 152]~ debido
a la pérdida del galoilo y m/z = 301 [(M — H) — 146]™ (quercetina, Yo), representando la
pérdida del ramndsido (Aouadi y col, 2019).

Los resultados obtenidos son consistentes con las investigaciones realizadas
hasta la fecha para este género. La presencia de derivados de kaempferol
(kaempferol-3-O-galactdsido, kaempferol-3-O-glucdsido), quercetina (quercetin-3-O-

rutindsido) y acido clorogénico se han registrado en diferentes especies de Roldana:
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R. aschenborniana, R. angulifolia, R. platanifolia, R. lobata, R. lineolata y R. reticulata.
Al respecto, estos compuestos han sido asociados a algunas de las actividades
farmacoldgicas de especies de Roldana (Arciniegas y col, 2004; 2006; 2008; 2013;
2015; Maldonado y col, 2008). R. hartwegii presentd una gran variedad de compuestos
derivados de quercetina y kaempferol, incluyendo las agliconas y sus glicésidos. Estos
flavonoides han sido detectados en raices, tallos, hojas y flores de las plantas y se le
han atribuido propiedades hepatoprotectoras, antimicrobianas, renoprotectoras,
antidiabéticas, cardioprotectoras, antiartriticas, neuroprotectoras, gastroprotectoras,
antimutagénicas, entre otras (Periferakis y col, 2022). En este sentido, la actividad mas
estudiada es la antioxidante por contribuir a neutralizar radicales libres y disminuir el
estrés oxidativo (Cuyckens y Claeys, 2004). La quercetina inhibe la reaccién de Fenton
y la formacion de radicales hidroxilos, por lo cual es utilizada para la prevenciéon de
cancer, demencia, ateroesclerosis y enfermedades coronarias (Ferrali y col, 1997). El
mecanismo de accion de estos flavonoides también incluye su efecto en sistemas
enzimaticos: por ejemplo, inhiben a ciclooxigenasas y lipooxigenasas, ejerciendo
efectos antiinflamatorios, disminuyendo la activacion y agregacion plaquetaria y
contribuyendo a la proteccion contra enfermedades cardiovasculares (Pelzer y col,
1998). Asimismo, el kaempferol y sus derivados han sido un foco de atencion en
décadas recientes, ya que su consumo se ha asociado con una disminucion en la
incidencia de diferentes tipos de cancer, entre los que se encuentran: el cancer de piel,
higado, colon, ovario, pancreas, estomago y vejiga (Neuhouser, 2004). Diferentes
investigaciones han demostrado que el kaempferol actua a multiples niveles: estimula
la apoptosis de células cancerigenas, arresta el ciclo celular en la fase G2/M y regula

ciertas vias de sefalizacién (PI3K/proteina quinasa B (AKT), N-caderina, E-caderina,

75



Snail, Slug, caspasas 3, 7 y 9) importantes para la patogénesis del cancer (Marfe y col,
2009; Imran y col, 2019).

Por otra parte, el EE-RS no mostré una familia de compuestos caracteristica. Sin
embargo, se encontraron compuestos de interés como el acido cafeico y derivados (Li
et al, 2012), el acido rosmarinico (Amoah y col, 2016) y flavonoides como quercetin-3-
O-glucésido, patuletin-7-O-glucésido y derivados del kaempferol (Periferakis y col,
2022). Estos compuestos destacan por sus propiedades antioxidantes y las
mencionadas anteriormente para el grupo de flavonoides. En R. sessilifolia también se
identifico un glucdsido de fenilpropanoide (pentdsido de verbascésido); este polifenol
se encuentra en una gran variedad de especies de plantas, tiene mayor capacidad de
neutralizacion de radicales libres que otros compuestos fendlicos y es utilizado en la
industria alimentaria y farmacéutica debido a sus propiedades que incluyen la
antiinflamatoria, antimicrobiana, antitumoral y antioxidante (Nigro y col, 2020).

Otro compuesto de interés fue la amentoflavona, un biflavonoide con las
propiedades bioldgicas asociada a flavonoides y que presenta actividad contra
diferentes virus: coxsackvierus B3 (Wilsky et al, 2012), dengue (Coulerie y col, 2013),
hepatitis C (Lee y col, 2018), herpes (HSV-1) (Li et al, 2019) y SARS-CoV (Ghost y col,
2020). También se han demostrado sus propiedades neuroprotectoras contra
enfermedades como la epilepsia (Zhang y col, 2015), Parkinson (Cao y col, 2017), y
Alzheimer (Sabogal-Guaqueta y col, 2018). Por ultimo, cabe mencionar que la
amentoflavona ha sido evaluada en la prueba de nado forzado, donde se han

comprobado sus efectos ansioliticos y antidepresivos (Ishola y col, 2012).
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5 Toxicidad de los extractos etandlicos de Roldana sessilifoliay Roldana

hartwegii

Las plantas contienen una gran variedad de compuestos que podrian incluir mas
de 400 especies quimicas, y existe la posibilidad de que alguno de los metabolitos
presentes en el material vegetal provoque efectos téxicos. Por lo tanto, es de suma
importancia determinar la toxicidad de los extractos de plantas y asi asegurar la
inocuidad de su consumo (George, 2011).

Los EEs de ambas especies de Roldana fueron evaluados in vitro en el ensayo
con A. salina. El EE-RH resulté inocuo para los nauplios de A. salina hasta la
concentracion maxima evaluada (2000 pg/mL). La viabilidad en todas las
concentraciones fue del 100% y no se observo alteracién en la morfologia y motilidad
de las larvas. Por otro lado, el EE-RS provocd mortalidad a partir de la concentracion
de 500 pg/mL (10 — 40%); aun asi, la CLso fue mayor que 2000 pg/mL (Cuadro 12) por
lo que fue considerado como no téxico de acuerdo con la escala establecida por Meyer
y col. (1982).

Nuestros resultados concuerdan con lo reportado por Delgado y col. (1996), los
autores demostraron que el extracto hexanico de R. sessilifolia se clasifica como no
toxico en el ensayo de A. salina (CLso > 1000 pug/mL) (Delgado y col, 1991).

Por otro lado, los EEs de las dos especies de Roldana (EE-RS y EE-RH)
administrados a una sola dosis (2000 mg/kg de peso) a ratones, no indujeron
mortalidad durante los catorce dias posteriores a la administracion. Adicionalmente, la

ganancia de peso entre los grupos fue similar (p > 0.05) (Cuadro 13); asimismo, los
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Cuadro 12. Toxicidad del extracto etandlico de Roldana sessilifolia (EE-RS) y

Roldana hartwegii (EE-RH) sobre Artemia salina.

ICs0
. " : o/ \1
Extracto etandlico ~ Concentracion (ug/mL)  Letalidad (%) (Mg/mL)
2000 40+ 5.7
1000 30 £5.7
EE-RS 500 10157 > 2000
100 0+0.0
10 0+£0.0
2000 0+0.0
1000 0+0.0
EE-RH
500 0£0.0 > 2000
100 0+0.0
10 0+£0.0

! Los valores de la letalidad (%) son la media + DE (n = 3).
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Cuadro 13. Efecto del tratamiento de ratones con el extracto etandlico de Roldana

sessilifolia (EE-RS) y Roldana hartwegii (EE-RH) en la ganancia de peso (%)."

Tratamiento Ganancia de peso (%)
Control 5.68 +3.722
EE-RS 7.03+5.29°
EE-RH 2.56 +1.152

'Los valores son la media + DE de cada grupo (n=3). Letras superindice diferentes en la
columna indican diferencia significativa (p < 0.05).

La evaluacién se realizd 15 dias después de la administracién de una sola dosis de 2000
mg/kg p.c. de los extractos etandlicos.
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ratones no presentaron falta de apetito o adipsia, sintomas de ataxia, agresividad,
temblores, salivacion, diarrea y/o coma durante el tiempo que durd la prueba.

Sin embargo, el grupo tratado con el EE-RS acumuld gas en el area abdominal
un dia posterior a la administracion del extracto (Figura 5); tres dias después de la
administracion, la pared abdominal de los ratones volvio a la normalidad. Durante los
primeros tres dias, los ratones de este grupo presentaron somnolencia e hipoactividad,
recuperandose gradualmente una vez que estos eliminaron los gases acumulados.
Ademas, este grupo no mostro la hiperactividad caracteristica de los ratones en ningun
dia de la prueba, esto nos podria indicar que el EE-RS posee propiedades relajantes.
Ninguno de los grupos presenté alteraciones morfoldgicas ni signos de toxicidad, los
organos presentaron pesos normales y sin diferencia entre grupos (p > 0.05), excepto
el higado del grupo EE-RS (Cuadro 14). Se encontraron diferencias significativas en
los parametros de globulos blancos, plaquetas, linfocitos y granulocitos (Cuadro 15);
sin embargo, los parametros entran dentro del intervalo de valores normales para
ratones BALB/c hembras de 8-10 semanas de edad, lo cual nos sugiere la inocuidad
de los extractos.

La ligera toxicidad presentada en el modelo de A. salina, asi como la hinchazon
y el crecimiento del higado (hepatomegalia) presentado en los ratones a los que se les
administré6 el EE-RS podria estar relacionado con el compuesto senecionina
identificado en el analisis de GC-MS (Cuadro 8). La senecionina es un alcaloide tipo
pirrolizidina (PA), los cuales son metabolitos secundarios encontrados en algunas
plantas de la familia Asteraceae, Boraginaceae y Fabaceae (Romo de Vivar y col,
2007). La induccion de hepatomegalia ha sido reportada para extractos de la especie

Ageratum conyzoides (Asteraceae), especie que contiene alcaloides PA (Diallo y col,
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Figura 5. Efecto de la administracion de dosis unica (2000 mg/kg p.c.) del extracto
etandlico de Roldana sessilifolia. Raton del grupo control (A) y ratones del grupo

de R. sessilifolia (B, C y D).
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Cuadro 14. Porcentaje relativo de peso de 6rganos de los grupos sometidos al

ensayo de toxicidad aguda in vivo del extracto etandlico (EE) de Roldana
sessilifolia (EE-RS) y Roldana hartwegii (EE-RH)."

. Grupos
Organos
Control EE-RS EE-RH
Higado 4.87 +£0.292 5.86 + 0.93° 453 +£0.232
Bazo 0.47 £ 0.112 0.59 + 0.262 0.46 £ 0.102
Rinén 1.16 £ 0.092 1.17 £ 0.072 1.18 £ 0.112
Pulmén 0.70 £ 0.032 0.65 £ 0.072 0.72 £ 0.092
Corazén 0.58 + 0.112 0.53 £ 0.032 0.55 + 0.062

" Los valores son la media + DE (n=3). Letras superindice diferentes en el mismo renglén
indican diferencias significativas.

LSD higado= 0.888, LSD bazo= 0.263, LSD rifién= 0.144, LSD pulmén= 0.103 y LSD
corazén= 0.119.
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Cuadro 15. Efecto del extracto etandlico de Roldana sessilifolia (EE-RS) y Roldana
hartwegii en los parametros hematoldgicos de los ratones sometidos a la prueba de

toxicidad aguda.’

Grupos

Parametros hematolégicos Control EE-RS EE-RH Va:;:eres

referencia
Hematocrito (%) 429+ 0.5° 42.1+£0.9° 41712072 43.5a67.0
Hemoglobina (g/dL) 13.7+0.8 13.3+1.020 135+1.7%° 12.4a189
Glébulos rojos (10%/uL) 8.5+ 0.42P 8.8 +0.5° 8.0+0.1* 8.16a11.7
Glébulos blancos (10%/uL) 23+0.12 45+0.7° 52+05° 569a14.8
Plaquetas (10%/pL) 628.7 +44.02 751.0 £ 10.1° 716.3 +6.7*° 476 a 161
Linfocitos (%) 92.7 +4.92 72.7 +3.6° 79.3+3.4° 5583?6; 2
Granulocitos (%) 11.4+53% 23.8+10.2° 18.8+14.6*° 10.9a27.9

" Los valores son la media + DE (n=3). Las medias con letras superindice diferente en un
renglon indican diferencia significativa (p < 0.05).

2Estandar hace referencia al intervalo de valores tipicos para parametros hematoldgicos
para ratones Balb/c de 8 a 10 semanas de edad.

Valores LSD: hematocrito = 1.9149, hemoglobina = 1.1463, glébulos rojos = 0.5489,
glébulos blancos = 0.8119, plaquetas = 71.034, linfocitos = 6.1664, granulocitos = 5.7209.
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2014). Las plantas producen estos alcaloides para protegerse de herbivoros y otros
depredadores (Kopp y col, 2020). Adicionalmente, se ha reportado que las PAs
penetran el nucleo de las células y modifican el ADN, alterando la expresion de los
genes y el funcionamiento de las células; en particular dafian hepatocitos y las paredes
de las venas hepaticas, conduciendo al desarrollo de enfermedad veno-oclusiva (VOD)
y hepatomegalia (Prakash y col, 1999). La dosis empleada en este experimento (2000
mg/kg) probablemente sobrepasé la cantidad maxima que puede ser consumida de
este alcaloide en un dia, lo que conllevé al desarrollo de los efectos anteriormente
mencionados. Debido a la alta toxicidad de los PAs, el consumo debe ser inferior a

0.007 ug/kg (Kopp y col, 2020).

6 Evaluaciéon de actividades biolégicas

a Evaluacién de la actividad adaptogénica

El efecto adaptogénico de un extracto se mide mediante pruebas en modelo
animal, los cuales son sometidos a diferentes condiciones de estrés (Panossian,
Wikman y Sarris, 2010). En la presente investigacion se realizaron tres pruebas:

anoxia, resistencia de nado forzado y nado en frio.
b Prueba de anoxia

La evaluacion de preparaciones de extractos de plantas medicinales que
permitan la adaptacion ante episodios de anoxia es de gran interés farmacoldgico, ya
que promoveran la resistencia fisica y mental ante situaciones de alta demanda de
oxigeno, como a las que se enfrentan atletas de alto rendimiento (Panossian y col

2021).
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En comparaciéon con el tiempo del grupo sin tratar (29.68 min), todos los
tratamientos aumentaron los tiempos; sin embargo, los cambios soélo fueron
significativos (p < 0.05) para los grupos tratados con EE-RS (51.4 min) y EE-RH (41.94
min) (Figura 6). Los resultados para las dos especies de Roldana sugieren que sus
EEs poseen propiedades antiestrés, aumentando la resistencia a la anoxia de 1.41 a
1.73 veces en comparacion al grupo control. Al comparar nuestros resultados con lo
reportado para especies con actividad adaptogénica, el incremento presentado por el
EE-RS (1.83) fue similar al observado con Rhodiola heterodonta (1.92) (Grace y col,
2009). La resistencia a la anoxia de los grupos tratados con el EE-RS (1.60) fue
superior y con EE-RH (1.30) fue similar a lo reportado para extractos hidroalcohdlicos
de tres especies de Echeveria (E. craigiana 1.12, E. kimnachii 1.27 y E. subrigida 1.36)
(L6pez-Angulo y col, 2022).

El efecto contra la anoxia reportado para el extracto hidroalcohdlico de raices de
Whitania somnifera (1.77) fue asociado con su capacidad para modular la resistencia
cerebral a la hipoxia, contribuyendo a que el cerebro utilice eficientemente el oxigeno
(Hochachka y Lutz, 2001; Singh y col, 2001; Nilsson y Lutz, 2004 ). El cerebro tiene una
alta demanda de oxigeno y es el primer érgano afectado por la anoxia, provocando
que multiples funciones metabdlicas se vean comprometidas, incluyendo la
fosforilacién oxidativa y el metabolismo energético. Condiciones que provocan un
redireccionamiento hacia vias metabdlicas alternas para generar ATP como la
glucolisis y glucogendlisis, esto conduce a la formacion de subproductos que generan
un desbalance en el sistema REDOX debido a la acumulacién de especies reactivas

de oxigeno (Zepeda y col, 2013; Terraneo y col, 2017). Asimismo, el estrés oxidativo
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Figura 6. Efecto del extracto etandlico (EE) de R. sessilifolia (RS) y R. hartwegii

(RH) en la resistencia a la anoxia.

Los valores son la media £ DE (n=6). Letras diferentes entre columnas indican
diferencia estadistica por la prueba de Fisher (p < 0.05) (LSD = 370.48). Los EEs y
el control positivo ginseng se evaluaron a 100 mg/kg p.c. El control negativo fue el

vehiculo de disolucion.
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conlleva a la aparicion de dafios que comprometen la viabilidad del organismo,
afectando la estructura de las células, incluyendo lipidos, proteinas y ADN (Zepeda y
col, 2013). Las plantas con propiedades adaptogénicas (e.g., R. heterodonta, E.
subrigida, E. kimnachii, E. craigiana, W. somnifera) han mostrado una gran capacidad
antioxidante, que podria ser responsable de la recuperacion del balance REDOX del
organismo. Al respecto, los EEs de ambas especies de Roldana contienen compuestos
con capacidad antioxidante (e.g., Quercetin-O-hexdsido, Quercetin-O-ramnosido,
Kaempferol-O-hexésido, derivados del Acido cafeico, galico, siringico y rosmarinico)
que podrian estar contribuyendo a su actividad adaptogénica (Cuadro 10 y 11).

Uno de los mecanismos propuestos por Panossian y col (2009) sobre el efecto
adaptogeénico de las plantas es a través de la activacion de la expresion de los genes
de proteinas de choque térmico como respuesta a estimulos estresantes o
desafiantes. Lo anterior basado en que ciertas especies animales (e.g., Carassius
carasius y Trachemys scripta) se han adaptado evolutivamente a ambientes con
privacion de oxigeno (Nilsson y Lutz, 2004). Al respecto, Prentice y col (2004) revelaron
que la exposicion a ambientes con bajos niveles de oxigeno activa la transcripcion de
la proteina de choque térmico 72 (Hsp72), considerandolo como una forma de
adaptacion a este estimulo estresante (Lipton, 1999). Las proteinas Hsp son
chaperonas moleculares que participan en la prevencion de la desnaturalizacion de
proteinas, asi como en su reparacion, ayudando a mantener la homeostasis ante un
estimulo estresante (Lanneau y col, 2010). Los extractos de Roldana pudieran ejercer

su efecto por este mecanismo.
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c Prueba de resistencia de nado forzado

Todos los tratamientos tuvieron un aumento significativo en la resistencia al nado
forzado (Figura 7). Comparado con el tiempo del grupo ginseng (180.89 s), los grupos
tratados con EEs de Roldana tuvieron resultados estadisticamente superiores, aunque
fueron similares entre ellos: EE-RS (246.33 s) y EE-RH (229.83 s).

Anteriormente la prueba de resistencia de nado forzado habia sido utilizada para
la evaluacién de antidepresivos, donde se comparaban las diferencias entre los
tiempos de movilidad y nado contra los tiempos de inmovilidad. La inmovilidad era
asociada a un comportamiento depresivo y de desesperacion, en cambio el tiempo de
nado activo se asociaba con una actitud positiva lo que demostraba la efectividad del
antidepresivo (Porsolt, Le Pichon y Jalfre, 1977). Sin embargo, la efectividad de los
antidepresivos se consigue después de varias semanas de tratamiento y las
investigaciones que emplean la prueba de nado forzado para evaluar su eficacia
carecen del tiempo necesario de administracion del farmaco (Anyan y Amir, 2018). En
la actualidad, multiples investigaciones han propuesto una nueva interpretacion que
vincula la inmovilidad observada en ratones durante esta prueba con una respuesta
adaptativa aprendida (De Kloet y Molendijk, 2016). A su vez, el movimiento activo se
ha asociado a un mecanismo de escape directo, sugiriendo una conexion con la
ansiedad (Nishimura y col, 1989). Existe evidencia cientifica que respalda la idea de
que algunos antidepresivos como la fluoxetina pueden inducir efectos ansiogénicos
tanto en animales como en seres humanos (Anyan y Amir, 2018). Por lo tanto, los
mejores tiempos de inmovilidad producidos por los tratamientos con EE-RS y EE-RH
podrian relacionarse con un proceso de aprendizaje adaptativo, reflejandose en una

mejor adaptacion al estrés (nado forzado). La mejor respuesta se debe a un mejor
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Figura 7. Efecto del extracto etandlico (EE) de Roldana sessilifolia (RS) y
Roldana hartwegii (RH)en la resistencia de ratones al nado forzado.

Los valores son la media £ DE (n=6). Letras diferentes entre columnas indican
diferencia estadistica por la prueba de Fisher (p < 0.05) (LSD = 38.82). Los EEs y el
control positivo ginseng se evaluaron a 100 mg/kg p.c. El control negativo fue el

vehiculo de disolucion.
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manejo de la energia y sus reservas (De Kloet y Molendijk, 2016). Al respecto, la
prueba de nado forzado induce una respuesta profunda en el sistema nervioso
simpatico, el eje Hipotalamo, Hipdfisis y Adrenales (HPA) y también de una variedad
de circuitos de neurotransmisores (e.g., dopamina, serotonina, acido y-aminobutirico)
en el cerebro (De Kloet y Molendijk, 2016). Por lo tanto, los efectos de relajacién
(inmovilidad) producidos por los farmacos ansioliticos o extractos de plantas

medicinales podrian estar asociados a la modulacion de estas vias.
d Prueba de resistencia de nado en frio

Comparado con el tiempo del control negativo (683.0 s), los tiempos de todos los
tratamientos fueron estadisticamente superiores (p < 0.05), resultando mejor el del EE-
RS (904.5 s) (Figura 8).

La capacidad de adaptacion de los ratones tratados con Roldana fue de 1.18 a
1.32 veces mejor que el control. Los EEs de Roldana (EE-RS 3.34 y EE-RH 2.98)
fueron mas eficientes que extractos hidroalcohdlicos de tres especies de Echeveria
(1.70 — 2.03 veces mejor que el control) evaluados a la misma dosis (Lépez-Angulo y
col, 2022). Asimismo, el valor obtenido para el EE-RS (1.96) fue similar a lo reportado
para el EE de la fruta de higo (Ficus carica) (2.11) a dosis de 500 mg/kg (Dayanand y
Kishanchandra, 2014). lo que indica una menor actividad que los para los EEs de
Roldana (100 mg/kg p.c), es posible afirmar que la actividad adaptogénica de EE-RS
y EE-RH es alta.

El efecto positivo del tratamiento con los EEs de Roldana sugiere que los ratones
tienen un mejor manejo de la temperatura corporal y una redistribucion eficiente de la

energia y sus reservas. La tiroides participa en la regulacion de la temperatura corporal
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Figura 8. Efecto del extracto etandlico (EE) de Roldana sessilifolia (RS) y
Roldana hartwegii (RH) en la resistencia de ratones al nado en frio.

Los valores son la media £ DE (n = 6). Letras diferentes entre columnas indican
diferencia estadistica por la prueba de Fisher (p < 0.05) (LSD = 79.96). Los EEs y el
control positivo ginseng se evaluaron a 100 mg/kg p.c. El control negativo fue el

vehiculo de disolucién.

91



(lwen, Oelkrug y Brabant, 2018). La hipotermia estimula la tiroides e incrementa los
niveles de la hormona liberadora de tirotropina (TRH) y tirotropina (TSH), condicion
que conduce al aumento de la tasa metabdlica y produccién de calor (lwen, Oelkrug y
Brabant, 2018). La TSH actua sobre el sistema nervioso simpatico para incrementar la
produccion de glucosa (lwen, Oelkrug y Brabant, 2018). En estudios previos se
demostré que el tratamiento de ratones con el EE de F carica y los extractos
hidroalcohdlicos de tres especies de Echeveria contribuye a mantener niveles
normales de glucosa; las investigaciones mencionadas sugieren que los ratones
tratados tienen una mejor redistribucion de las reservas energéticas. Por lo tanto, este
mecanismo podria explicar la actividad de EE-RS y EE-RH (Dayanand vy
Kishanchandra, 2014; Lopez-Angulo y col, 2022).

Si bien, los mecanismos y vias moleculares que los adaptégenos emplean para
ejercer sus funciones no estan del todo comprendidas, se ha sugerido que su efecto
protector contra el estrés esta relacionado principalmente con la regulacion del eje
hipotalamico-pituitario-adrenal (HPA) y de ciertos mediadores de la respuesta al estrés,
incluyendo la secrecion de cortisol, la sintesis de 6xido nitrico (NO), la activacion de la
proteina quinasa activada por estrés (c-Jun N-terminal) (Panossian y col, 2007), el
factor de transcripcion FOXO y el factor de transcripcion DAF-16 (Wiegant y col, 2009).
Asimismo, se ha encontrado que el complejo de plantas adaptégenas llamado ADAPT-
232 (mezcla de E. senticosus, Schisandra chinensis y R. rosea) que contiene
salidrésido, patentado por Panossian y col (2009), estimula la sintesis y liberacion del
neuropéptido Y (NPY); NPY es producido en respuesta a agentes estresores como el
ejercicio extremo (Karamouzis y col, 2002), desérdenes de panico (Boulenger y col,

1996), exposicion al frio (Kellog, 2006) y el sindrome de fatiga crénica (Fletcher y col,
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2010). NPY actua en sinergia con glucocorticoides y catecolaminas para potenciar la
respuesta al estrés. NPY produce efectos ansioliticos en el sistema nervioso central,
contribuyendo a disminuir la presion sanguinea y el ritmo cardiaco (Morris y col, 1986;
Kuo y col, 2007). También se ha reportado que NPY regula la expresion del sistema
inmunitario, promueve la funcién mitocondrial para la generacién de ATP, reduce la
secrecion de cortisol durante la noche en sujetos sanos y juega un rol importante en la
fisiopatologia de la depresion. Al respecto, bajos niveles de NPY se han asociado a
comportamientos depresivos, lo cual ha sido demostrado en la prueba de nado forzado
en ratones (Heilig y col, 1988; Stogner y Holmes, 2000; Redrobe y col, 2002; Ferreira
y col, 2010).

Posteriormente, Panossian y col. (2012) demostraron que el complejo ADAP-232
estimula la produccion de NPY y la sintesis y liberacion de proteinas de choque térmico
(e.g., Hsp72). El efecto combinado de estos dos agentes incrementa la resistencia y
adaptacion a diferentes agentes estresantes, involucrando multiples componentes del
sistema endocrino, inmune, gastrointestinal, cardiovascular, nervioso central y
simpatico.

Los extractos de plantas con actividad adaptogénica pueden activar diferentes
mecanismos debido a su contenido de una gran diversidad de fitoquimicos. Algunos
de los compuestos relacionados con esta actividad son saponinas triterpenoides,
fitoesteroles, lignanos, alcaloides, flavonoides y vitaminas (Todorova y col, 2021). Por
ejemplo, R. rosea (e.g., feniletanoides, fenilpropanoides, flavonoides,
protoantocianidinas y derivados de acido galico) (Panossian, Wilkman y Sarris, 2010),
E. senticosus (e.g., eleuterdsidos, sitosterol, acido cafeico) (Davydov y Krikorian,

2000), Whitania somnifera (e.g., whitandlidos, alcaloides, saponinas) (Wal y col, 2019),
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Rhaponticum carthamoides (e.g., ecdiesteroides, flavonoides y acidos fendlicos,
lactonas sesquiterpénicas, terpenos y glucdsidos triterpenoides) (Kokoska y Janovska,
2009), S. chinensis (e.g., lignanos, flavonoides y acidos fendlicos) (Kopustinskiene y
Bernatoniene, 2021) y Panax ginseng (e.g. ginsendsidos) (Hou, 1977). Al respecto, R.
sessilifolia y R. hartwegii tienen componentes quimicos con actividad adaptogénica,
conteniendo una gran variedad de compuestos de naturaleza terpénica (e.g.,
eremofilanos, derivados del azuleno, espatulenol), esteroidea (e.g., a-sitosterol, y-
sitosterol) y compuestos fendlicos (e.g., acido cafeico y derivados, acido siringico,
derivados de quercetina, kaempferol e isoramnetina), entre otros. Por lo tanto, estos
compuestos podrian estar asociados a la actividad adaptogénica de los extractos de
Roldana (EE-RS y EE-RH).

Panax ginseng es un adaptdgeno ampliamente utilizado en medicina tradicional,
sin embargo, su uso prolongado en altas concentraciones ocasiona el “sindrome de
abuso al Ginseng”, caracterizado por hipertension, diarrea, erupciones cutaneas,
ataques nerviosos y sedativos (Deng y col, 2023). Por lo tanto, es importante la
busqueda de nuevas alternativas terapéuticas que puedan brindarnos del efecto
deseado, sin ocasionar dafo al consumidor. Al respecto, en cada una de las pruebas
de actividad adaptogénica utilizadas, ambos EEs mostraron actividad similar o mayor
que el control ginseng. Sin embargo, futuras investigaciones deberan identificar los
compuestos especificos de Roldana que inducen la actividad adaptogénica, asi como

los mecanismos moleculares por los que actuan y posibles efectos adversos.
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e Actividad antioxidante

La mayor actividad antioxidante de los EEs de las especies de Roldana
correspondio a R. hartwegii (p < 0.05) (Cuadro 16). La mayor diferencia se registré por
el método DPPH, donde el EE-RH (ICs0 = 279.73 pg/mL) fue 32 veces mas activo que
el EE-RS (ICs0 = 9142.12 pg/mL).

La actividad antioxidante (ICs0) de EE-RS y EE-RH fue menor a la reportada para
otras especies de Roldana. Los extractos de hojas y tallos de Roldana barba-johannis
presentan gran poder antioxidante (DPPH) con una ICso (ug/mL) de 6.14 a 8.92,
respectivamente; el estudio reporté como componentes principales al sargacromenol,
acido sargahidroquinoico y acido sargaquinoico, metabolitos de naturaleza lipofilica
con capacidad insecticida (Céspedes y col, 2004). Sin embargo, estudios donde se
evalué la actividad antioxidante de raices y tubérculos de plantas del género Roldana
son inexistentes. En cuanto a la familia Asteraceae, ésta ha sido ampliamente
estudiada y gran parte de las propiedades biologicas que presentan las especies de
esta familia han sido atribuidas a su capacidad antioxidante (Piatkowska y col, 2022).
Al respecto, algunas plantas de la familia Asteraceae son mas activas que nuestras
especies de Roldana. Por ejemplo, el extracto hidroalcoholico de raices de Cichorium
intybus. presenta una ICso (ug/mL) de 31.3 por DPPH y 49.9 por ABTS (Denev y col,
2014), esta especie es utilizada para la produccién de bebidas estimulantes y ha sido
empleada para el tratamiento de la diabetes (Denev y col, 2014). Por otra parte, el EE
de Scorzonera hieracifolia presenta una ICso (ug/mL) de 0.454 por DPPH y 1.21 por
ABTS, planta empleada en la medicina tradicional como antirreumatico, analgésico y

antipirético (Sari y col, 2019).
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Cuadro 16. Actividad antioxidante del extracto etandlicos (EE) de Roldana sessilifolia

y Roldana hartwegii.

Método de evaluacion

DPPH ABTS
Especie de Roldana
umol ET/g
EE ICs0 (ug/mL)  pmol ET/g EE ICso (ug/mL)
R. sessilifolia 79.6 £2.43° 9142.12 598.0 + 29.65° 1463.8
. 2596.0 + 2887.6 +
R. hartwegii 279.73 127.0
69.85° 211.89°

' Los valores son la media + DE de al menos tres réplicas. Letras superindice diferentes en
la misma columna indican diferencia estadistica (p < 0.05).
pmol ET: micromoles equivalentes de Trolox.
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El potencial antioxidante del EE-RH podria estar asociado con el contenido de
metabolitos totales, al presentar mayor contenido de compuestos fendlicos,
flavonoides y taninos que el EE-RS (Cuadro 7). En los resultados obtenidos por HPLC-
MS, el EE-RH destacé por la presencia de flavonoides derivados de quercetina
(Cuadro 11). Los flavonoides, especialmente los derivados de quercetina se
caracterizan por su alta actividad antioxidante (Lakhanpal y Rai, 2007) y podrian ser lo

que hacen que el EE-RH sea mas activo.
f Actividad inmunomoduladora in vitro

Extractos de plantas con actividad adaptogénica también actuan como
inmunomoduladores (Wagner, Norr y Winterhoff, 1994). La inmunomodulacion se
refiere a la alteracion de la respuesta inmune, la cual puede incrementarse
(inmunoestimulacion) o disminuirse (inmunosupresiéon) dependiendo del estimulo
(Garcia-Hernandez y col, 2009).

En relacién con la proliferacion del control (100%), todos los tratamientos tuvieron
un efecto significativo (p < 0.05). ElI EE-RS mostré un efecto inmunosupresor que
aumenta con la concentracion (15.15% - 85.38%). En contraste, el EE-RH fue un
inmunoestimulador que aumenta con la concentracién (157.31% a 100 pg/mL);
evaluado a 50 y 100 pug/mL, el EE-RH tuvo un efecto mayor que el LPS (121.11%) pero
inferior al obtenido con ConA (178.86%) (Figura 9). Los mitégenos ConA y LPS son
utilizados tanto en humanos como en roedores debido a su capacidad de estimular la
sintesis y diferenciacion de células T (ConA) y células B (LPS) (Jacobs, 1981; Dwyer

y Johnson, 1981).
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Figura 9. Efecto del extracto etandlico (EE) de Roldana sessilifolia (RS) y Roldana
hartwegii (RH) en la proliferacion de esplenocitos.

Los valores son la media £+ DE de dos experimentos independientes por
triplicado. Letras diferentes entre columnas indican diferencia estadistica por la
prueba de Fisher (p < 0.05) (LSD = 6.76). Los controles positivos son concavalina A

(Con A) 5 pg/mL y lipopolisacarido (LPS) 10 pg/mL.
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Diferentes estudios reportan que sustancias con actividad inmunomoduladora
inducen la proliferacion de esplenocitos en ratones (Seo y col, 2005; Lin y Tang, 2007).
El incremento en la proliferacion inducido por el EE-RH fue superior a lo reportado para
tres especies de Echeveria (E. subrigida 134%, E. kimnachii 120%, E. craigiana 109%)
(Lépez-Angulo y col. 2022). En cuanto a plantas con actividad adaptogénica, el
tratamiento de ratones BALB/c con el extracto metandlico de W. somnifera estimuld la
produccion de leucocitos y la actividad fagocitica de macrofagos peritoneales (Davis y
Kuttan, 2000). Por otro lado, el extracto acuoso de la raiz de ginseng estimuld la
proliferacion y funcion de los macréfagos peritoneales, asi como la liberacion de
mediadores citotoxicos (Lim y col, 2004).

En cuanto a especies de Roldana, en la actualidad no existen reportes sobre su
actividad inmunomoduladora in vitro. Sin embargo, extractos de R. platanifolia y R.
barba-johannis presentan propiedades antiinflamatorias relacionadas con la inhibicion
de la produccion de mediadores proinflamatorios por los monocitos (Céspedes y col,
2004; Arciniegas y col, 2015).

Por otra parte, plantas de la familia Asteraceae modulan el sistema inmunitario y
algunos de los géneros mas representativos son Echinacea, Artemisia y Matricaria.
Especies de Echinacea (e.g. E. purpurea, E. angustifolia y E. pallida) poseen
propiedades inmunoestimuladoras: activan la produccién de citoquinas (e.g., TNF-q,
IL-1, IFN-B), incrementan la movilidad de leucocitos, activacion de las células “natural
killer” (NK) y promocién de la maduracion de células dendriticas (Catanzaro col, 2018).
Especies de Artemisia destacan por sus propiedades antiinflamatorias, se han
comprobado que inhiben las rutas INOS y COX-2, suprimen la sefalizacion de ERK,

NF-kB y la activacion de produccion de anticuerpos de células B, ademas inhibe la
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activacion patogénica de células T (Qin, 2020). Plantas del género Matricaria actuan
como antiinflamatorios al reducir la produccion de PGE2, NF-kB, IL-6 y otros
mediadores inflamatorios (Menghini y col, 2016). La inmunomodulacion mencionada
para esta familia de plantas ha sido asociada a la variedad de compuestos de origen
fendlico y terpénico. En particular, el género Echinacea destaca en su contenido de N-
alkamidas, polifenoles y polisacaridos; el Artemisia en su contenido de acidos
cafeolquinicos, esteroles, cumarinas, flavonoides y terpenoides (e.g., artemisininas); y
el género Matricaria destaca en su contenido de acidos fendlicos, flavonoides,
cumarinas y terpenoides (e.g., B-farneseno, chamazuleno) (Catanzaro y col, 2018;
Kshirsagar y Rao, 2021; El Mihyaoui y col, 2022).

Dicho esto, el EE-RS y EE-RH contienen compuestos que podrian estar
relacionados con los resultados aqui obtenidos. En ambas especies encontramos la
presencia de fendlicos (Cuadro 10 y Cuadro 11) (e.g., acido cafeico, quercetina,
isoramnetina y kaempferol), terpenos con propiedades antiinflamatorias (espatulenol,
1,2,3,3a,8,8a-Hexahidro-2,2,8-trimetil-(3a4,84a,8aa)-5,6-azulenodicarboxaldehido, 2,3-
dihidro-5,8-dimetil-1,4-naftoquinona) (Dos Santos y col, 2020; Bakun y col, 2021;
Kapoor y col, 2021) y esteroles como el y-sitosterol y el a-sitosterol que han
demostrado poseer efectos antiinflamatorios y citotoxicos en diferentes lineas
celulares (e.g., linea celular de cancer pancreatico, linea celular HT-29, linea celular
LNCap, linea celular MDA-MB-231) (Bakrim y col, 2022; Khan y col, 2022)

Por otra parte, el efecto inmunosupresor del EE-RS podria estar relacionado con
la diferencia obtenida en la composiciéon quimica evaluada por GC-MS (Cuadro 8),
donde encontramos la presencia del alcaloide senecionina, el cual no estuvo presente

en el EE-RH. Los alcaloides de pirrolizidina (PA) son altamente hepatotdxicos y han
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demostrado inducir inmunosupresion al alterar la celularidad del timo y el bazo. (Deyo
y Kerkvliet, 1990). Como podemos observar en la Figura 5, la inhibicion aumenta al
incrementar la dosis del EE-RS y como se comentd la seccidn de toxicidad, la dosis
maxima para evitar la aparicion de efectos adversos es de 0.007 ug/kg p.c. (Kopp vy
col, 2020). Sin embargo, los mecanismos por los cuales este tipo de compuestos

ejercen inmunosupresion aun son desconocidos.
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A

IX. CONCLUSIONES

Conclusién general

Los extractos etandlicos de raices de dos especies de Roldana (R. sessilifolia y R.

hartwegii) presentaron actividades adaptogénica in vivo, antioxidante in vitro e

inmunomoduladora en esplenocitos de raton, posiblemente asociadas a la presencia

de compuestos fendlicos y terpenos. Ambos extractos son inocuos en los modelos de

Artemia salina y de toxicidad aguda en ratones.

B

Conclusiones especificas

. La composicion fitoquimica de los EE-RS y EE-RH coincide con los compuestos

identificados en otras especies de Roldana; ambos extractos presentaron
compuestos fendlicos, terpenos y cumarinas; adicionalmente, R. hartwegii

presento alto contenido de taninos.

. El contenido de metabolitos totales (fendlicos, flavonoides y taninos) del EE-RH

fue superior a lo presentado para el EE-RS.

. El analisis por GC-MS de los extractos etandlicos muestra la presencia de

lactonas sesquiterpénicas (3B-hidroxicostundlido, hispitélido-A), acidos grasos
(linoleico) y carbohidratos. Adicionalmente, el EE-RS muestra presencia de
cetonas y alcaloides, mientras que el EE-RH contiene compuestos tipo

quinolonas.

. El perfil de compuestos fendlicos de los EE de Roldana mostré diferencias entre

las especies. El extracto de R. sessilifolia presenté acidos fendlicos (acido
siringico, acido cafeico, acido 1,5-O-dicafeoilquinico), flavonoides (quercetin-O-

hexdsido), asi como otros polifenoles (galocatequina, amentoflavona), sin
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destacar una familia de compuestos fendlicos por su abundancia. En contraste,
el extracto de R. hartwegii destacé a los flavonoides (kaempferol-O-hexdsido,
guercetin-O-(ramnosil)ramnésido,  isoramnetin-O-hexosido,  quercetin-O-
hexdsido) como los fendlicos mayoritarios.

. Los extractos etandlicos de las especies de Roldana fueron inocuos en el
ensayo de Artemia salina (CLso > 2000 pg/mL) y en el ensayo de toxicidad
aguda en modelo murino (DLso > 2000 mg/kg).

Los extractos etandlicos de R. sessilifolia y R. hartwegii mostraron actividad
adaptogénica, antioxidante e inmunomoduladora. El extracto de R. sessilifolia
fue un mejor adaptégeno, mientras que el extracto de R. hartwegii presentd
mayor capacidad antioxidante in vitro. En la actividad inmunomoduladora, el
extracto de R. sessilifolia fue un inmunosupresor y el de R. hartwegii un

inmunoestimulador de la proliferacion de esplenocitos.
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X. PERSPECTIVAS

Se requiere evaluar la toxicidad aguda in vivo de la especie de Roldana
sessilifolia en ausencia de alcaloides, para asi atribuirle completamente los efectos
adversos a este tipo de compuestos.

Considerando las actividades biologicas presentadas por ambas especies
(adaptogénica, antioxidante e inmunomoduladora), resulta de interés ver que
compuestos estan realizando la accion y por qué vias estan ejerciendo su efecto, si es
una accion en conjunto o existen familias de compuestos que sean responsables, para
esto se requiere evaluar fracciones de ambas especies.

Dependiendo la actividad presentada seria pertinente caracterizar
quimicamente por técnicas espectroscopicas y de RMN las fracciones biolégicamente
mas activas.

Por ultimo, resulta de interés evaluar la capacidad inmunomoduladora in vivo de

ambas especies, asi como la actividad antiinflamatoria y citotoxica in vitro.
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XIL. ABREVIATURAS

%: Porciento

ABTS: Acido 2,2’-azino-bis(3-etilbenzotiazolin)-6-sulfénico
ANOVA: Andlisis de varianza

AOX: Actividad antioxidante

b.f.: Base fresca

b.s: Base seca

CLso: Concentracion letal media

DL50: Dosis letal media

ConA: Concanavalina A

CONAHCYT: Consejo Nacional de Humanidades, Ciencia y Tecnologia
D.E.: Desviacion estandar

DMSO: Dimetilsulféxido

Da: Daltons

DAD: Detector de arreglo de diodos

DPPH: 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo

e.g.: Exempli gratia (por ejemplo)

EAG: Equivalente de acido galico

EC: Equivalente de catequina

EE. UU: Estados Unidos de América FT: Fendlicos totales
EE: Extracto etandlico

EQ: Equivalente de quercetina

ESI: lonizaciéon por electroasperjado (electrospray)
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ET: Equivalente de Trolox

FVT: Flavonoides totales

GC-MS: Cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas
h: Hora

HPLC: Cromatografia de liquidos de alta resolucién
ICs0: Concentracion inhibitoria media

kg: Kilogramo

L: Litro

LPS: Lipopolisacarido

LSD: Contraste de la minima diferencia significativa
m/z: Relacion masa/carga

mg: Miligramo

Min: Minuto

mL: Mililitro

MTT: 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-difeniltetrazolio
°C: Grados Celsius

p/v: Peso/volumen

PBS: Solucién amortiguadora de fosfatos

ROS: Especies reactivas del oxigeno

rpm: Revoluciones por minuto

S: Segundos

SFB: Suero fetal bovino

SS: Solucidn salina

Amax: Longitud de onda maxima
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pL: Microlitro
Mg: Microgramo
MM: micromolar

pmol: Micromol
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