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RESUMEN GENERAL

EVALUACION DE PROPIEDADES ANTIOXIDANTES DE EXTRACTOS
RICOS EN CICLOPEPTIDOS OBTENIDOS DE Annona diversifolia

De la familia Annonaceae han sido aislados ciclopéptidos, mismos que poseen
propiedades antimicrobianas, antifangicas, anticancerigenas, antivirales entre
otros. El objetivo de este trabajo fue determinar la presencia de ciclopéptidos en
fracciones activas (FA) obtenidas de semillas de Annona diversifolia y evaluar la
capacidad antioxidante (CA) de las fracciones enriquecidas en ciclopéptidos.
Primero, se obtuvieron extractos mediante maceracion utilizando disolventes de
polaridad creciente. Posteriormente, los extractos se sometieron a una prueba
quimica para la deteccién de ciclopéptidos mediante cromatografia en capa
delgada usando como revelador Clz/o-tolidina. Los extractos que mostraron una
respuesta positiva se les evalu6 su capacidad antioxidante mediante los
ensayos FRAP y ABTS, se determind también su contenido de fenoles totales,
flavonoides, y proteinas totales. Consecutivamente dichos extractos se
sometieron a separacidon por cromatografia en columna. Las fracciones
obtenidas se monitorearon con la misma prueba quimica para ciclopéptidos.
Las fracciones con respuesta positica se les evalué su CA con los ensayos ya
mencionados. Finalmente, las fracciones fueron analizadas por estudios de
Resonancia Magnética Nuclear (RMN) para determinar la presencia de
ciclopéptidos. El extracto de metanol mostr6 la mayor CA, que presentd los
valores de 201.88 + 4.93 umol ET g, y 96.56 + 0.72 pmol ET g* para ABTS y
FRAP respectivamente. Se encontré una correlacion positiva entre la CA de los
extractos analizados con el contenido de fenoles totales. Por otra parte, los
valores mas altos de CA en las fracciones analizadas fueron superiores a la CA
del extracto crudo de etanol. La FA, F6-8 del extracto etandlico mostré en sus
espectros de RMN de !H y 13C, desplazamientos quimicos asociados a grupos
carbonilo y amida presentes en péptidos y/o ciclopéptidos. Las fracciones de A.
diversifolia enriquecidas en ciclopéptidos mostraron un alta CA en comparacion
a extractos de otras especies del género Annona.

Palabras clave: Annona diversifolia, capacidad antioxidante, ciclopéptidos,
RMN.

Tesis de Maestria en Ciencia y Tecnologia Agroalimentaria, Universidad Auténoma Chapingo
Autor: Ing. Ulises Murrieta Dionicio
Director de Tesis: Dr. Benito Reyes Trejo

Xvii



GENERAL ABSTRACT

EVALUATION OF ANTIOXIDANT PROPERTIES OF EXTRACTS RICH IN
CYCLOPEPTIDES OBTAINED FROM Annona diversifolia

Cyclopeptides from Annonaceae family which have several properties such as
antimicrobial, antifungal, anticancer, and antiviral, among others have been
isolated. The objective of this work was to determine the presence of
cyclopeptides in active fractions (AF) obtained from Annona diversifolia seeds
and to evaluate the antioxidant capacity (AC) of fractions enriched in
cyclopeptides. First, extracts were obtained by maceration using solvents of
increasing polarity. Subsequently, the extracts underwent a chemical test for the
detection of cyclopeptides by thin-layer chromatography using Clz2/o-tolidine as a
developer. Extracts that developed a positive response were evaluated for their
antioxidant capacity through FRAP and ABTS assays, and their content of total
phenols, flavonoids, and total proteins was also determined. Consecutively
these extracts underwent a separation by column chromatography. The fractions
obtained were monitored with the same chemical test for cyclopeptides. AC was
evaluated in the positive response fractions with the before mentioned tests.
Finally, fractions were analyzed by Nuclear Magnetic Resonance (NMR) studies
to confirm the presence of cyclopeptides. The methanol extract showed the
highest AC, which presented the values of 201.88 + 4.93 umol ET g%, and
96.56 + 0.72 pmol ET g*! for ABTS and FRAP, respectively. A positive
correlation was found between the AC of the analyzed extracts with the total
phenol content. On the other hand, the highest AC values in the analyzed
fractions were higher than the AC of the crude ethanol extract. The AF, F6-8
from the ethanolic extract showed in its *H and 3C NMR spectra, chemical
displacements associated with carbonyl group of amide groups present in
peptides and/or cyclopeptides. A. diversifolia fractions enriched in cyclopeptides
showed high AC compared to extracts from other species of the genus Annona.

Keywords: Annona diversifolia, antioxidant capacity, cyclopeptides, NMR.
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1. INTRODUCCION GENERAL

Los metabolitos secundarios obtenidos de fuentes naturales como hongos,
bacterias, animales marinos y plantas han sido aprovechados desde tiempos
antiguos como medicamentos. En la actualidad, muchos de estos compuestos
constituyen plataformas orientadas al disefio de farmacos (Oueis et al., 2017).
Las actividades biolégicas que presentan estos compuestos han producido
multiples estudios y ensayos. Sin embargo, se conoce menos del 10 % de la
biodiversidad mundial y muchos metabolitos esperan ser descubiertos teniendo
como desafios importantes el acceder a esa diversidad quimica natural (Cragg
y Newman, 2005). Los ciclopéptidos son metabolitos secundarios que se
definen como cadenas peptidicas formadas por enlaces amida en una
secuencia circular entre aminoacidos de caracter proteico o no proteico (Abdalla
y McGaw, 2018). El caracter ciclico de estos compuestos les confiere una
mayor resistencia a la hidrdlisis por exopeptidasas esto debido a la falta de
grupos terminales amino y carboxilo. Asi mismo presentan resistencia a
endopeptidasas por su estructura rigida y menos flexible que su contraparte
lineal (Joo, 2012). Los ciclopéptidos aislados de fuentes naturales han
destacado recientemente por sus propiedades antibacterianas, antifungicas,
anticancerigenas, antivirales y otras mas (Abdalla y McGaw, 2018). Por tanto, la
mayoria de los ciclopéptidos obtenidos de extractos naturales se han
encaminado a aplicaciones en la industria farmacéutica y agricola como parte
de los ingredientes activos en la formulacion de sus productos (Blanco, 2019).
Dentro del reino vegetal destacan familias como la de las anonaceas como
fuentes importantes para la obtencibn de estos compuestos bioldgicos.
Recientemente se aisl6 un nuevo ciclopéptido a partir del bagazo de las
semillas de Annona purpurea una especie nativa de México (Gonzalez-Tepale

et al., 2018). Asi mismo otra especie originaria que carece de estudios de
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aislamiento de ciclopéptidos como un aprovechamiento de sus semillas es
Annona diversifolia. En México la explotacion de semillas de Annona diversifolia
es practicamente nula, catalogdndose como un producto de desecho de la
porcién comestible del fruto. Evidencias documentadas indican la posibilidad de
obtener metabolitos secundarios importantes a partir de extractos de semillas
de la familia de las anonaceas. Por lo tanto, es probable conseguir fracciones
enriquecidas en ciclopéptidos con alguna propiedad de interés biolégico. El
propésito de este trabajo fue obtener fracciones enriquecidas en ciclopéptidos
utilizando disolventes de diferente polaridad, técnicas cromatogréficas y

deteccion por RMN para evaluar su potencial capacidad antioxidante.



2. REVISION DE LITERATURA

2.1 Annonaceae

La familia Annonaceae comprende 2 440 especies (Rainer & Chatrou, 2020), 15
tribus y 106 géneros (Chatrou et al., 2018). De esta familia se reconocen cuatro
subfamilias: Anaxagoreoideae, Ambavioideae, Annonide y Malmeoideae siendo
estas dos ultimas donde se localizan la mayoria de las especies (Chatrou et al.,
2012). Las Anonaceas tienen una distribucion pantropical y son un importante
elemento ecolégico de las regiones tropicales (Couvreur et al., 2011). En
México, de acuerdo con diagnésticos del afio 2010, la familia Annonaceae esta
representada por 14 géneros y 63 especies, entre las que destacan por su
importancia econémica: Annona muricata L. (guanabana), Annona cherimola
Mill. (chirimolla), Annona squamosa L. (saramuyo), Annona diversifolia (ilama o
papausa), Annona reticulata L. (anona colorada o amarilla) y Annona purpurea
L. (chincuya o cabeza de negro) (Andrés-Agustin y Andrés-Hernandez, 2011).
En el caso de las anonaceas mexicanas existen alrededor de 14 especies
propias de Mesoamérica y en especial de nuestro pais, por ejemplo, Annona
purpurea es exclusiva de México y Centroamérica (Agustin et al., 2011). Las
especies del género Annona se distribuyen principalmente en los estados del
centro, Golfo de México y Pacifico. Las regiones como la Huasteca y la
Peninsula de Yucatan concentran el mayor nimero de especies de este género
(Hernandez-Fuentes et al., 2016). De la familia de las Anonaceas Unicamente
cuatro géneros Annona, Rollinia, Uvaria y Asimina generan frutos comestibles
(Chatrou et al 1999). Siendo Annona L. el género con mayor numero de
especies con 15 ademas de contemplar una cruza entre A. cherimola y A.
squamosa. La distribucibn en México de estas especies se enlistan en el
Cuadro 1.



Cuadro 1. Especies del género Annonay su distribucion en México

Género Especies Distribucion (Estados)

A. Globiflora Ver., Hgo., Chis., Tamps., Gto.

A. Testudinea Chis.

A. Cherimola Ver., Mich., Chis., Oax., Mor.,
Pue., Qro Jal., Gto., Méx.

A. Longiflora Jal., Ver.

A. macrophyllata Ver., Camp.

A. Primigenia Camp., Q. Roo., Yuc.

A. Reticulata Yuc., Jal., Mich., Pue., Q. Roo.,
Nay., Tab.

Annona A. Glabra Ver., Q. Roo., Yuc., Camp., Tab.,

Jal., Oax., Nay., Gro.

A. Pupurea Ver., Mich., Chis., Yuc., Jal.

A. diversifolia Mich., Gro., Yuc., Ver., Méx.

A. Lutescens Pue.

A. Longipes Ver.

A. scleroderma Chis,

A. muricata Ver., Chis., Tab., Yuc., Col., Gro.,
Q Roo., Nay., Mich.

A. Squamosa Yuc., Mich., Q. Roo., Camp., Ver.,
Oax., Jal., Nay.

Fuente: Andrés-Agustin y Segura-Ledesma (2014).

A pesar de poseer una variada diversidad de especies en México, solamente: A.
muricata, A. cherimola, A. squamosa, A. reticulata. A. purpurea y A. divesifolia
son de caracter comercial en mercados locales o regionales. Y Unicamente las
primeras tres se cultivan para propositos comerciales; A. cherimola (en Estado
de México, Guanajuato, Michoacan, Puebla y Morelos), A. squamosa (en la
Peninsula de Yucatan), y A. muricata (Veracruz, Tabasco, y Pacifico)
(Hernandez-Fuentes et al., 2016). Por otro lado, plantas de la familia de las
Annonaceas son conocidas por ser fuentes de metabolitos secundarios con
diversas actividades bioldgicas, farmacoldgicas y con alto potencial insecticida
contra las plagas de insectos y vectores. Ademds, se han identificado
compuestos como: las acetogeninas, algunos terpenoides y alcaloides
derivados de isoquinolinas, éstas ultimas de elevada toxicidad a dosis bajas.
Estas propiedades, han despertado el iterés en investigaciones para producir

nuevas moléculas con ese potencial (Costa et al., 2017; Soares et al., 2015).



2.2 Annonadiversifolia

Las plantas de la familia anonacea son consideradas como cultivos
econdmicamente importantes en muchas regiones del planeta (Liaw et al.,
2008). Annona diversifolia Saff., es un arbol conocido como ilama, ilama zapote,
ilamazapotl (ndhuatl), izlama, hilama, papausa, papauce y zapote de vieja (Ruiz
y Morett, 1997). A. diversifolia aporta un fruto nativo del sureste de México,
Guatemala y Salvador y es considerada una de las mas importantes frutas
subtropicales localizadas en lugares de clima calido. En cuanto a sus
caracteristicas, el arbol puede alcanzar hasta los 8.5 m de altura. El tronco
generalmente mide alrededor de 25 cm de espesor, a menudo forma
ramificaciones desde el suelo hasta formar 3 a 6 tallos principales. Actualmente,
la produccion de A. diversifolia, se obtiene naturalmente sin ningun tipo de
manejo agrondmico, se limita a huertos familiares con plantas cultivadas de
semillas que son, por lo tanto, genéticamente heterogéneas. La produccién de
frutos empieza entre los 3 y 5 afios con un promedio de 26 frutas/arbol/afio
(Estrada y Marroquin-Andrade, 1994; Moreno-Veldzquez et al., 2008), cada
fruto tiene un rendimiento de 40 semillas (Calderdn y Stanley, 1994). A partir de
la informacion etnobotanica se estima que los arboles producen frutos por mas
de 60 afios. El fruto tiene forma ovalada y los especimenes mas grandes tienen
un peso entre 500 y 900 g (Julian-Loaeza et al., 2011). Este arbol frutal, que se
aprecia muy bien en su lugar de origen, ha sido plantado casi exclusivamente
por comunidades indigenas. En particular el fruto de A. diversifolia mide
aproximadamente 12 cm de largo y su pulpa dulce es de color blanco, rosa o
rojizo con un tipico aroma. Su sabor, segun la mayoria de las personas, es mas
agradable que el de la chirimoya (Annona cherimola). Las hojas de esta planta
son utilizadas por los pueblos indigenas por sus propiedades antiinflamatorias y
analgésicas (Ruiz y Morett, 1997). En un trabajo anterior, también fue
demostrado que una sustancia conocida como palmitona, aislada del extracto

alcoholico de las hojas de A. diversifolia, resultd con actividad anticonvulsivante



y depresora del sistema nervioso central (Gonzéalez-Trujano et al., 2006).
Ademas, las acetogeninas, conocidas como laherradurina y cherimolina-2, se
aislaron de las semillas de A. diversifolia, mismas que mostraron actividad
antiproliferativa in vitro e in vivo en células HeLa y SW-480 (Schlie-Guzman et
al., 2009).

2.3 Composicion proximal de fruto y semilla de Annona diversifolia

A. diversifolia es una fuente importante de fibra, azlcares, potasio, zinc y
componentes biolégicamente activos con actividad antioxidante, como los
flavonoides (Julidn-Loaeza et al., 2011). El andlisis bromatolégico de las
semillas de A. diversifolia mostré que contiene 15.4 % de proteina cruda, 25.03
% de carbohidratos, 27.43 % de aceite, 2.18 % de cenizas y 62.58 % de fibra
cruda (Marroquin-Andrade et al., 2011). Finalmente, el aprovechamiento del
aceite no-comestible obtenido de las semillas de A. diversifolia, condujo a la
obtencion de un biodiesel amigable con el medio ambiente (Reyes-Trejo et al.,
2014).

2.4 Ciclopéptidos

Una clase particular de péptidos son los llamados ciclopéptidos, compuestos
ciclicos formados principalmente de L-aminoacidos, aunque también pueden
contener D y L-aminoacidos no proteicos (Tan y Zhou, 2006). Este tipo de
péptidos, presentan diversas actividades biolégicas como: antimicrobiana,
antifangica, antibacteriana, antitumoral, anti-VIH, sedante, inmunosupresoras,
entre otras (Shinde et al., 2013). Por otra parte, su estructura ciclica resulta
atractiva por que tiene una mayor estabilidad in vivo y resistencia a la
degradacion enzimatica con respecto a los péptidos lineales o proteinas
(Shinde et al., 2013). La estructura de un ciclopéptido reduce la libertad de
conformacion con respecto a una secuencia lineal y permite que las cadenas
laterales tengan una orientacion bien definida (Gentilucci et al., 2016). Por estas

razones, los ciclopéptidos han surgido como bloques de construccion utiles para



el disefio de nuevos farmacos a partir de diferentes fuentes (Craik et al., 2013;
Jiang et al., 2008; Pomilio et al., 2006; Tan y Zhou, 2006).

2.5 Fuentes de ciclopéptidos

Los ciclopéptidos o péptidos ciclicos de origen natural, pueden generarse de
distintas fuentes como: animal, vegetal, bacteriano o fungico (Craik y Allewell,
2012).

El primer ciclopéptido descubierto en animales fue un octadecapéptido que se
expresa en leucocitos de macacos Rhesus (Selsted, 2004). Los animales de las
profundidades del mar (como las esponjas marinas) también producen
ciclopéptidos con acidos carboxilicos O&pticamente activos como el
aminoalquiltiazol y como la aminoalquiloxazolina. Se considera su formacién a
partir de péptidos de cisteina o treonina (Schmidt, 1986). Li et al., (2003)
aislaron un nuevo ciclopéptido, la facalistatina 13 de la esponja marina Phakellia
fusca que mostré citotoxicidad contra lineas celulares de hepatoma humano
BEL-7404 (Figura 1).
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Figura 1. Facalistatina 13 ciclopéptido aislado de Phakellia fusca (esponja marina) (Li et al.,
2003).

Los ciclopéptidos se han encontrado principalmente en plantas de las siguientes
familias: Annonaceae, Caryophyllaceae, Linaceae, Rhamnaceae, Rubiaceae; y
también se encuentran en plantas de Araliaceae, Asteraceae, Euphorbiaceae,
Fabaceae, Labiatae, Olacaceae, Rutaceae, Esquizandraceae, Solanaceae, y
Violaceae (Matsumoto et al., 2001). En un estudio reciente, se reportd el
aislamiento de varios ciclopéptidos a partir de anonaceas. Este, involucra el
aprovechamiento del bagazo de las semillas de A. purpurea a partir del cual se
obtuvo la ciclopurpuracina (Figura 2) (Gonzalez-Tepale et al., 2018).
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Figura 2. Ciclopurpuracina aislada de A. purpurea (Gonzélez-Tepale et al., 2018).

Asimismo, una gran variedad de péptidos es producida por hongos, la mayoria
de ellos conocidos por sus propiedades bioactivas y usos terapéuticos. Los
hongos patégenos producen una amplia variedad de metabolitos téxicos, que
varian desde compuestos de bajo peso molecular de metabolismo secundario a
péptidos ciclicos complejos y enzimas proteoliticas. Estos hongos patégenos
son reguladores naturales de las poblaciones de insectos (Charnley, 2003).
Este control ocurre por infeccion de los insectos en las etapas donde no se
alimentan, como huevos o0 pupas y las etapas adultas, por invasion y
crecimiento en las piezas bucales ocasionando dafios fisiolégicos y la muerte
del insecto (Charney, 1989; Hajek & St. Leyer, 1994). Paralelamente, la
produccion de metabolitos secundarios de bajo peso molecular, péptidos
ciclicos complejos (destruxinas, enniatinas), y enzimas proteoliticas cumplen

funciones como: toxicidad para el huésped, inmunosupresoras para ayudar al
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hongo a vencer las defensas del huésped, y antibidticas para suprimir a otros
organismos saprotrofos en el cadaver post mortem (Charnley, 2003). Zou et al.,
(2011) aislaron cuatro nuevos ciclopéptidos de un ascomiceto Myrothecium
verrucaria. La Figura 3 muestra la estructura de la verrucamida A, uno de cuatro
compuestos aislados en el estudio, ademas de ello se reporta que dichos
compuestos mostraron actividad antimicrobiana contra la bacteria

Staphylococcus aureus.
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Figura 3. Verrucamida A, aislada de Myrothecium verrucaria (Zou et al., 2011).
Los cliclopéptidos pueden ser de origen bacteriano, destacandose
microorganismos como las cianobacterias, las cuales son conocidas por su
produccion de péptidos ciclicos y depsipéptidos ciclicos (Sainis et al., 2010).
Los depsipéptidos son ciclopéptidos en los que al menos un grupo amida se
reemplaza por un enlace éster debido a la presencia de un acido carboxilico
hidroxilado. Exhiben actividades bioldgicas como: antimicrobianos, antivirales,
insecticidas, antipaludicos, antitumorales, e inhibidores de enzimas (Wang et
al., 2018). Los ciclopéptidos baterianos pueden tener dos origenes: ribosémico
como el caso de las microviridinas encontradas en cepas del género Microcystis
(Velasquez & Donk, 2011; Ziemert et al., 2008), 0 en su mayoria un origen a
partir de sintetasas no ribosonales (SNRB) (Finking & Marahiel, 2004; Strieker
et al.,2010). Pese a que los ciclopéptidos de origen cianobacteriano, incluyendo

las microcistinas y las nodularinas se consideran peligrosos a la salud humana
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por sus posibles efectos toxicos en dosis elevadas. Comprenden una fuente rica
de compuestos citotdéxicos naturales con un potencial de ataque a células
cancerigenas (Sainis et al., 2010). Teta et al., (2017) aislaron un nuevo
ciclopéptido la termoactinoamida A, presente en la bacteria termdfila
Thermoactinomyces vulgaris cepa ISCAR 2354 encontrada en una region
hidrotermal en Islandia. Ademas de dicho ciclopéptido se encontraron otros
cinco compuestos andlogos menores. Su estructura esta conformada de D y L-
aminoacidos (Figura 4). En dicho estudio también se evalud su efecto inhibitorio

en el crecimiento bacteriano de Staphylococcus aureus.
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Figura 4. Termoactinoamida A, ciclopéptido aislado de Thermoactinomyces vulgaris (Teta et al.,
2017).

2.6 Clasificacion de los Ciclopéptidos en Plantas

Tan y Zhou (2006) proponen una clasificacion basada en los esqueletos
estructurales de los ciclopéptidos y en el origen de las plantas. Dicha

clasificacion se divide en dos clases, cinco subclases y ocho tipos (Figura 5).
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Con respecto a los esqueletos se dividen en heterociclopéptidos vy
homociclopéptidos. Los primeros son ciclopéptidos formados a partir de varios
compuestos como residuos de aminoacidos, compuestos aroméaticos, esteres,
unidos por enlaces peptidicos, amida, éster, éter, o carbono-carbono. Los
segundos son ciclopéptidos compuestos de residuos de aminoacidos unidos por
enlaces peptidicos. La segunda divisidbn se basa en el numero de anillos que
componen su estructura (mono, di, o policiclos). La tercera division se basa en

el origen o familia del cual provienen.

Alcaloides ciclopeptidicos (Tipo I)

I_b Heteromonociclopéptidos Depsiciclopéptidos (Tipo II)

Ciclopéptidos Tipo-Solanaceas (Tipo IT
— Heterociclopéptidos pep p (Tipo IIT)

I—v Heterodiciclopéptidos =——— Ciclopéptidos Tipo-Urticaceae (Tipo IV)

Ciclopéptidos

Ciclopéptidos Tipo-Compositae (Tipo V)
> Heteromonociclopéptidos {

Ciclopeptidos Tipo-Caryophyllaceae (Tipo VI)

s Homociclopéptidos =+ Heterodiciclopéptidos —— Ciclopéptidos Tipo-Rubiaceae (Tipo VII)

—————p Heteropoliciclopéptidos = Ciclotides(Tipo VIII)

Figura 5. Clasificacién de los ciclopéptidos en plantas (Tan y Zhou, 2006).

2.7 Ciclopéptidos en Annonaceae

El primer ciclopéptido aislado a partir de semillas de la familia de las anonaceas
fue la annomuricatina A de A. muricata (Li et al., 1995). Desde entonces se han
aislado 36 compuestos de esta naturaleza a partir de otras especies de esta
familia (Cuadro 2) el mas reciente fue ciclopurpuracina aislada a partir del

bagazo de semillas de A. purpurea (Gonzalez-Tepale et al., 2018).
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Cuadro 2. Ciclopéptidos aislados del género Annona

Especie Pais Ciclopéptido Referencia
(Chao-Ming et
. : al.,1997)
A. squamosa China annosquamosina A (Morita et
al.,1999)
: . : (Morita et
Malasia ciclosquamosina A al., 1999)
. . : (Yang et al.,
Taiwan ciclosquamosina A 2008)
(Morita et
. . . al.,1999)
Malasia ciclosquamosina B (Morita et al.,
2006)
. . : (Morita et al.,
Malasia ciclosquamosina C 1999)
(Morita et al.,
. . . 1999)
Taiwan ciclosquamosina D (Yang etal.,
2008)
(Morita et al.,
. . . 1999)
Taiwan ciclosquamosina E (Yang et al.,
2008)
Taiwan ciclosquamosina F (Morita etal.,
9 1999)
Taiwan ciclosquamosina G (Morita etal.,
9 1999)
. : : (Yang et al.,
Taiwan ciclosquamosina H 2008)
Taiwan ciclosquamosina | (Yang et al.,
9 2008)
TalwaQIChln escuamina A (Shi et al., 1999)
. (Yang et al.,
escuamina B 2008)
A. graba China glabrina A (Li et al., 1998)
A. graba China glabrina B (Li et al., 1998)
China glabrina C (Li et al., 1999)
China glabrina D (Li etal., 1999)
. . : (Wélé et al.,
A. reticulata Vietham glabrina A 2009)
. . . _ (Wélé et al.,
A. reticulata Vietham cicloreticulina A 2008)
Vietnam cicloreticulina B (Wélé et al.,
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2008)

. : - (Wélé et al.,
Vietnam cicloreticulina C 2009)
. . . (Chuang et al.,
A. montana Talwan ciclomontanina A 2008)
. . . (Chuang et al.,
Taiwan ciclomontanina B 2008)
. . . (Chuang et al.,
Taiwan ciclomontanina C 2008)
. . . (Chuang et al.,
Talwan ciclomontanina D 2008)
. L (Chuang et al.,
A. montana Talwan anomuricatina A 2008)
A. muricata China anomuricatina A (Li et al., 1995)
Senegal anomuricatina C (wele et al.,
9 20044a)
A. muricata China anomuricatina B (Li et al., 1998)
, ~ cherimolaciclopéptido  (Wélé et al.,
A. cherimola Espafia A 2004b)
Espafia cherimolaciclopéptido  (Wélé et al.,
P B 2004b)
Espafia cherimolaciclopéptido  (Wélé et al.,
P C 2004c)
Espafia cherimolaciclopéptido  (Wélé et al.,
P D 2005a)
Espafia cherimolaciclopéptido  (Wélé et al.,
P E 2005b)
Espafia cherimolaciclopéptido  (Wélé et al.,
P F 2005b)
Espafia cherimolaciclopéptido  (Wélé et al.,
P G 2006)
A. senegalensis Senegal ciclosenegalina A (Wczlgoezt)al.,
: : (Weélé et al.,
Senegal ciclosenegalina B 2002)
. - (Wélé et al.,
A. glauca Senegal glaucaciclopéptido A 2005c)
. L, (Wélé et al.,
Senegal glaucaciclopéptido B 2006)
(Gonzalez-
A. purpurea México Ciclopurpuracina Tepale et
al.,2018)
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2.8 Radicales libres

Los radicales libres son atomos, moléculas o iones con electrones no
apareados altamente inestables y activos frente a reacciones quimicas con
otras moléculas. Las mas comunes, provienen principalmente de tres
elementos: oxigeno, nitrégeno y azufre, generando asi especies reactivas de
oxigeno (ERO), especies reactivas de nitrogeno (ERN) y especies reactivas de

azufre (ERA). Las ERO incluyen radicales libres tales como el anion superéxido
(O27), radical hidroperoxilo (HO2’), radical hidroxilo (OH’), 6xido nitrico (NO) y

otras especies como el peréxido de hidrogeno (H202), oxigeno singlete (*O2),
acido hipocloroso (HCIO)y peroxinitrito (ONOO"). Las ERN provienen del NO al
reaccionar con Oz, para formar ONOO". Las ERA se forman a partir de las
reacciones de ERO con tioles (LU et al., 2010). Las reacciones que conducen a

la formacion de ERO se muestran en la siguiente Figura 6.

Radical Radical
Hidroperoxilo Superoxido
0,+e +H* » HO; —=L0 HY + 05
Radical
e~ +2H* <O 0, Peroxilo

Le —N & 100 —E, 00H

Radical .
Radical Hidroxilo R.'ardllcal
Peroxido H,0; ————— OH +0OH Lipido
OHe +e”+H CAr
CAl
Fe?* + H,0, > Fo3* + OHe +0H- —

Figura 6. Reacciones que conducen a la formacion de ERO. Tomado de Carocho & Rerreira,
(2013).

El radical hidroperoxilo se disocia a un pH 7 para formar el anién superoéxido.
Este anion es el que interactia con otras moléculas para generar las ERO a
través de enzimas o por metales catalizadores. El ion superoxido se puede
convertir a peréxido de hidrogeno por medio de la enzima superoxido dismutasa

(SOD) en la reaccién conocida como Haber-Weiss (en color azul) hasta tener
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como productos finales agua por medio de la catalasa (CAT). La reaccion en
verde simboliza la peroxidacion lipidica. Otro mecanismo que puede ocurrir en
la formacion de ERO es la reaccion de Fenton, que involucra la reaccion de
peréxido de hidrégeno con un catalizador metélico como el Fe?* generando asi
el radical hidroxilo (reaccién en rojo) (Flora, 2009). La produccion de ERO, ERN
y ERA, se han relacionado con muchas enfermedades cronicas como el cancer,
enfermedades cardiovasculares, aterosclerosis, accidentes cerebrovasculares,
trastornos renales, hepaticos, hipertension, artritis reumatoide, sindrome de
dificultad respiratoria del adulto, auto deficiencias inmunitarias, inflamacion,
trastornos degenerativos asociados con el envejecimiento, diabetes, cataratas,
obesidad, autismo, Alzheimer, Parkinson, vasculitis, glomerulonefritis, lupus
erimatoso, Ulceras géastricas, hemocromatosis, preclampsia, entre otros (Lobo et
al., 2010; LU et al., 2010; Rahman, 2007; Singh et al., 2010).

2.9 Antioxidantes definicidn

Halliwell (2007) define a los antioxidantes “como cualquier sustancia que
retrasa, previene o elimina el dafo oxidativo de una molécula obijetivo.
Anteriormente este mismo autor definia a un antioxidante como: “cualquier
sustancia que, estando presente en bajas concentraciones en comparacion con
aguellas de un sustrato oxidable, retrasa o previene significativamente la
oxidacion de ese sustrato”. Refiriendo como sustrato oxidable aquellas
moléculas orgénicas encontradas in vivo (Halliwell & Gutteridge, 1995).
Khlebnikov et al., (2007) por su parte definen a los antioxidantes como
“cualquier sustancia que elimina directamente ERO o que actua indirectamente

para regular las defensas antioxidantes o inhibir la producciéon de ERO”.

2.10 Clasificacion de los Antioxidantes

Los antioxidantes pueden clasificarse por su origen en sintéticos o naturales
(Figura 7).
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Figura 7. Clasificacién de los antioxidantes separados en diferentes clases. Las palabras en rojo
representan antioxidantes de origen endégeno. Adaptado de Carocho & Ferreira, (2013) y
Shahidi & Ambigaipalan, (2015).

Los antioxidantes naturales a su vez se dividen en dos clases, aquellos de
origen enzimatico y no enzimético. Los primeros tienen otra subdivision como
defensas enzimaticas primarias 0 secundarias en el organismo. Los
antioxidantes no enzimaticos por su parte como las vitaminas (A), cofactores
Q10, compuestos nitrogenados (acido Urico) y péptidos (glutation) tienen un
caracter enddgeno. Sin embargo, este sistema enddégeno de antioxidantes no
es suficiente para el organismo por lo que necesita de la ingesta de otros tipos
de antioxidantes para mantener a su nivel minimo la presencia de radicales
libres (Pietta, 2000). Por ello, los compuestos como Minerales, Vitaminas (C, E),
Carotenoides, Acidos Fendlicos y Flavonoides tienen un caracter exégeno al
provenir de dietas alimenticias ricas en ellos (Carocho & Ferreira, 2013). La
Vitamina C o &cido ascorbico elimina radicales como el anion radical
superoéxido, el peroxido de hidrogeno, el radical hidroxilo, el oxigeno singlete, y
el oxido de nitrégeno reactivo (Barros et al.,, 2011). Los minerales mas
importantes son el selenio y el zinc. El primero puede encontrarse en su forma
organometalica como selenocisteina y selenometionina que, aunque no actua

de manera directa sobre radicales libres es necesario para enzimas
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antioxidantes como la glutation peroxidasa que no tendria efecto sin su
presencia (Tabassum et al., 2010). Los carotenoides absorben y liberan
energia del oxigeno singlete. Esto ocurre mientras los carotenoides tengan
enlaces dobles conjugados. Los Unicos radicales libres que destruyen
completamente son los radicales peroxilo (Paiva & Russell, 1999). Los acidos
fendlicos tienen actividad antioxidante como quelantes y eliminando radicales
libres como hidroxilo, peroxilo, aniones superdxido y peroxinitritos. Derivan de
acidos hidroxibenzoicos e hidroxicinAmicos. Del grupo de los hidroxibenzoicos
esta el acido galico precursor de muchos taninos mientras que del lado de los
hidroxinamicos resalta el acido cinamico (Krimmel et al., 2010; Terpinc et al.,
2011). Los flavonoides son un grupo diverso de compuestos como flavanoles,
antocianinas, isoflavonoides, flavanonas y flavonas. Todos estos compuestos
comparten un mismo esqueleto de difenilpropano (CsC3Cs). Sus propiedades
antioxidantes se basan en la presencia de grupos hidroxilos que pueden actuar
como agentes reductores, donando hidrogenos, como eliminadores de oxigeno
singlete, o eliminando radicales superéxidos. Algunos flavonoides que destacan
por su importancia son la catequina, galato de catequina, quercetina y
kaempferol (Carocho & Ferreira, 2013; Prochazkova et al., 2011; Rice-Evans et
al., 1996).

2.11 Antioxidantes sintéticos

Los antioxidantes sintéticos se agregan deliberadamente para la prevencion de
la oxidacion y degradacion de los alimentos, como lo acidos grasos. Por ello se
han utilizado durante los ultimos 60 afios por la industria alimentaria durante el
procesamiento y almacenamiento de alimentos que contienen gran cantidad de
lipidos para prevenir o retrasar su oxidacion (Carocho & Ferreira, 2013; Saad et
al., 2007). También se han utilizado como estandares de medicion de la
actividad antioxidante para comparar el efecto de los antioxidantes de origen
natural en su incorporacion a matrices alimentarias (Carocho & Ferreira, 2013).
Carocho & Ferreira (2013) informan los principales antioxidantes sintéticos y

mas ampliamente utilizados, asi como sus aplicaciones en los alimentos.
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Los prooxidantes son sustancias que inciden en el estrés oxidativo, por medio
de la formacion de radicales libres o al inhibir los sistemas de los antioxidantes
(Puglia & Powell, 1984). Los radicales libres en esencia se consideran dentro de
este concepto de prooxidantes, sin embargo, los antioxidantes también pueden
manifestar un comportamiento prooxidante (Carocho & Ferreira, 2013). Un
ejemplo es la Vitamina C. un antioxidante ampliamente conocido pero que
puede llegar a convertirse en un prooxidante cuando se combina con hierro y
cobre reduciendo el Fe 3 a Fe 2* y el Cu 3* a Cu ?* (Duarte & Lunec, 2005). Otro
ejemplo es el a-tocoferol que puede convertirse en un prooxidante en altas
concentraciones debido a que si no existe suficiente acido ascérbico para su
regeneracion, cuando reacciona es altamente reactivo y promueve la
autooxidacion del acido linoleico (Cillard et al., 1980). Los carotenoides
manifiestan un comportamiento similar de autooxidacion cuando se exponen a
elevadas concentraciones de radicales hidroxilos (Young & Lowe, 2001). Los
acidos fendlicos y flavonoides también llegan a convertirse en prooxidantes bajo
ciertas condiciones (Yordi et al.,2012).

2.12 Mecanismos de accién de los antioxidantes

Los antioxidantes actuan de varias maneras como: inhiben las reacciones de
oxidacion de radicales libres (actuando como oxidantes preventivos), por
ejemplo, al inhibir la formacion de radicales libres de lipidos, interrumpen la
reaccion en la cadena de autooxidacion; como extintores de oxigeno singlete;
como agentes reductores que convierten los hidroperéxidos en productos
estables; por medio de sinergia con otros antioxidantes; como agentes
reductores que convierten los prooxidantes metélicos (provenientes de cobre y
hierro) en productos mas estables; y como inhibidores de las enzimas
lipoxigenasas (Darmanyan et al., 1998: Hiem et al., 2002; Kancheva, 2009; Min
& Boff, 2002; Pokorny, 2007).
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2.13 Métodos para la deteccion de actividad antioxidante

Existen numerosos ensayos para medir la actividad antioxidante; estos pueden
clasificarse en dos categorias. Métodos de eliminacién de radicales/ERO y
métodos basados en el potencial redox.

2.14 Métodos de eliminacién de radicales/ERO

Dependiendo de las reacciones involucradas, los ensayos de este grupo se
subdividen en dos mecanismos, los basados en transferencia de atomos de
hidrogeno (TAH) y los basados en la transferencia de electrones individuales
(TEI) (Shahidi & Zhong, 2015). Los ensayos basados en TAH miden la
capacidad de un antioxidante para extinguir los radicales mediante la donacion
de atomos de hidrégeno, por su parte los ensayos basados en TEI detectan la
capacidad de un potencial antioxidante para transferir electrones para reducir
compuestos incluidos metales, carbonilos y radicales (Shahidi & Zhong, 2005).
El Cuadro 3 presenta los principales ensayos basados en eliminacion de
radicales/ERO.

2.15 Ensayo de capacidad antioxidante equivalente de Trolox (TEAC)

Este ensayo fue desarrollado por Miller et al.,, (1993). El ensayo mide la
capacidad para eliminar el catiéon radical ABTS™ (2,2 -azinobis (4cido 3-
etilbenzotiazolina-6-sulfénico)), un cromoforo verde-azul con una absorcidn
maxima a 734 nm que va disminuyendo su intensidad al ser neutralizado por
antioxidantes ya sea por reaccion directa por medio de donacion de electrones
o por eliminacién de radicales. La Figura 8 representa la reaccién principal

involucrada en este ensayo.
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Figura 8. Decoloracion del cation radical ABTS en presencia de un antioxidante. Tomado de
Huang et al., (2005).

El grado de decoloracion del cromoforo verde-azul esta en funcion de la
duracion de la reaccion, la actividad del propio antioxidante, y la concentracion
de la muestra objetivo. Los resultados se reportan como equivalentes de Trolox
(Shahidi & Zhong, 2015). Este ensayo se ha utilizado para evaluar la actividad
antioxidante total de sustancias puras, fluidos corporales y materiales vegetales.
Asi mismo a otros ensayos de eliminacion de radicales puede ser adaptado y
automatizado a microplacas y técnicas de inyeccién de flujo (Milardovic et al.,
2007).

Cuadro 3. Principales ensayos de eliminacién de radicales y ERO.

Nombre  Mecanismo Oxidante Deteccion Referencia
Radical (Prior et al.,
ORAC TAH _ Fluorometria
peroxilo 2005)
o Peroxido
Quimio (Papadopoulos
o _ TAH de Fluorometria
luminiscencia _ et al., 2003)
hidrogeno
Radical )
DPPH TEI Espectrofotometria (Blois, 1958)
DPPH
TEAC TEI Cation Espectrofotometria (Miller et al.,
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Radical 1993)
ABTS

Fuente: Shahidi & Zhong, (2015).
2.16 Métodos basados en el potencial redox

Los antioxidantes se conocen por su capacidad de donacion de electrones para
eliminar radicales o ERO. Sin embargo, también destacan por su poder de
reduccion de elementos de valencias altas a estados de valencia mas bajos.
Este potencial redox funciona como un indicador de su eficacia antioxidante, se
mide por medio de la reduccion de varios iones metalicos como el hierro, cobre,
cromo, cerio entre otros. El mecanismo que funciona en estos ensayos es por
medio de TEI (Cuadro 4) (Shahidi & Zhong, 2015).

2.17 Ensayo de poder antioxidante reductor férrico (FRAP)

Este ensayo se basa en la reduccion del complejo Fe 3* de la tripiridiltriazina Fe
(TPTZ) 3* al complejo Fe ?* de color azul intenso de Fe (TPTZ) ?* (Figura 9) por
la reaccion con antioxidantes en un medio acido. La actividad antioxidante se
determina por un aumento en la absorbancia a una longitud de onda de 593 nm,
los resultados son expresados como equivalentes de Fe 2* micromolar o en
funcién del estandar de referencia (Antolovich et al., 2002). Las condiciones de
un pH acido (pH 3.6) son necesarias para mantener la solubilidad del hierro y
aun mas importante estimular la transferencia de electrones, aumentando asi el
potencial redox (Hegerman et al., 1998). El ensayo FRAP se ha empleado para
medir el poder redox en plasma, y también para evaluar la actividad
antioxidante en otros sustratos biolégicos, alimentos y extractos de plantas
(Shahidi & Zhong, 2015).
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Figura 9. Representacion de la reduccion del complejo Fe 3+ a Fe 2*. Tomado de Huang et al.,

(2005).

Cuadro 4. Principales ensayos de potencial redox.

Nombre Mecanismo Oxidante Deteccion Referencia
3+ . (Molina-Diaz et
FRAP TEI Fe Espectrofotometria al., 1998)
o4 . (Apak et al.,
CUPRAC TEI Cu Espectrofotometria 2004)
Ag* TE| AGt Resonancia de (Ozyiirek et al.,
reductor 9 plasmones 2012)
N (Andreu-
Au3 (o
reductor TEI Au 3* Voltametria ciclica  Navarro et al.,
2011)
CERAC TEI Ce# Espectrofotometria (Ozyurtetal,
2010)
6+ . (Isik et al.,
CROMAC TEI Cr Espectrofotometria 2013)

Fuente: Shahidi & Zhong, (2015).
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3. EVALUACION DE PROPIEDADES ANTIOXIDANTES DE
EXTRACTOS RICOS EN CICLOPEPTIDOS OBTENIDOS DE

Annona diversifolia

3.1 Introduccién

Los ciclopéptidos se biosintetizan en las plantas superiores, pertenecientes a
las familias Annonaceae, Astaraceae, Caryophyllaceae, Euphorbiaceae,
Fabaceae, Labiatae, Linaceae, Olacaceae, Rhamnaceae, Rubiaceae, Rutaceae
(Pomillo et al.,, 2006). Se ha demostrado que estos compuestos tienen
propiedades antimicrobianas, antifingicas, antibacteriales, antitumurales,
sedantes, inmunopresoras entre otras (Pomillo et al., 2006; Shinde et al., 2013).
Desde un punto de vista estructural, la forma ciclica de estos péptidos resulta
atractiva en comparacion con los péptidos de estructura lineal o las mismas
proteinas, debido a su caracter hidrofébico e hidrofilico (Tan & Zhou, 2006) y
porque son mas resistentes a la degrdacion enzimatica (Shinde et al., 2013). En
las plantas de la familia Anonaceae se han identificado ciclopéptidos en frutos
de Annona muricata (guanabana) y Annona chirimola (chirimoya) (Tan y Zhou,
2006). En México la familia de las anonaceas esta representada por 14 géneros
y 62 especies (Andrés-Agustin, 2011). Estudios realizados por Agustin-Andrés
(2011) mencionan la existencia de 14 especies exclusivas de Mesoameérica,
entre las cuales se encuentra la Annona purpurea, a partir del bagazo de la
semilla de esta especie se aislé e identfic6 el ciclopéptido ciclopurpuracina
(Gonzélez-Tepale et al., 2018). Por otro lado, del extracto alcohodlico de las
hojas A. diversifolia se aislé una sustancia con actividad anticonvulsionante y
depresora del sistema nervioso central (SNC) conocida como palmitona
(Gonzéalez-Trujano et al., 2006). Otros compuestos como laherradurina y
cherimolina-2, también se aislaron de las semillas de A. diversifolia, de las que
se demostré que presentaban actividad antiproliferativa in vitro en células HelLa
y SW-480 (Schlie-Guzman et al., 2009).
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De acuerdo con diversos estudios se ha documentado que los radicales libres
son responsables de causar enfermedades cardiovasculares, trastornos
neuronales, Alzheimer, Parkinson, deterioro cognitivo leve, enfermedades del
higado, envejecimiento, aterosclerosis y cancer (Alam et al.,, 2013). Para
contrarrestar estas enfermedades se han utilizado extractos vegetales con
potencial terapéutico en el mantenimiento de la salud humana justificado por la
presencia de metabolitos secundarios con capacidad antioxidante y sus efectos
benéficos (Singh et al., 2016). Los metabolitos secundarios que destacan por su
actividad antioxidante son principalmente compuestos fendlicos (flavonoides,
acidos fendlicos y taninos), compuestos de nitrogeno (alcaloides, aminoéacidos,
péptidos, aminas y derivados de clorofila), carotenoides tocoferoles y acido
ascoérbico (Hassimotto et al., 2009). En afios recientes los antioxidantes de
origen natural provenientes de plantas como el acido ascérbico (vitamina C), el
a-Tocoferol (vitamina E), la glutationa, los carotenoides, y flavonoides, han sido
utilizados en diferentes areas de la industria farmacéutica, alimenticia y en el
area médica (Karre et al., 2013). Estos compuestos, presentan una actividad
comparable con antioxidantes sintéticos como el 2-terbutil-hidroxitolueno (BHT)
y el 2-terbutil-hidroxianisol (BHA), los cuales, sin embargo, pese a sus
propiedades antioxidantes presentan la desventaja de tener efectos téxicos
(Koheil et al.,, 2011). Frente a este panorama las anonaceas en México,
representan un recurso natural importante para la obtencién de compuestos con
potencial antioxidante. Hasta el momento sélo se ha desarrollado un estudio
encaminado a la posibilidad de obtener ciclopéptidos de las semillas de
anonaceas mexicanas. Por lo tanto, el objetivo de este trabajo fue demostrar el
potencial antioxidante de extractos polares de semillas de A. diversifolia
enriquecidos en ciclopéptidos. Finalmente, las semillas podrian ser una fuente
rica de compuestos con actividad bioldgica, lo cual seria una razén para

conservar y propagar este recurso natural.
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3.2 Materiales y Métodos

3.2.1 Material Vegetal

Los frutos de Annona diversifolia fueron adquiridos en el mercado municipal de
Tejupilco (coordenadas geograficas: 18° 53’' 58” N y 100° 09° 01” O), Estado de
México, en septiembre de 2019. Se consideraron frutos en estado de madurez
fisiologica. Las semillas de los frutos fueron separadas manualmente de la
pulpa, se lavaron con agua corriente para eliminar restos de mucilago o pulpa, y
se secaron a temperatura ambiente por una semana para reducir su contenido
de humedad. Se eliminaron aquellas semillas que presentaran dafos

fisiol6gicos o dafios provocados por insectos.

3.2.2 Caracterizacion morfologica de las semillas

Las semillas de A. diversifolia fueron caracterizadas morfologicamente,
midiendo las dimensiones (largo, ancho y grosor) de 30 semillas. Para ello se
us6 un verneir digital marca Steren, paralelamente, las semillas se pesaron
individualmente empleando una balanza analitica marca Ohaus, posteriormente
de cada semilla fue separado el endospermo (almendra) de su endocarpio
(cadscara) con ayuda de unas pinzas mecanicas, dichas almendras fueron

caracterizadas, como se describid para las semillas completas.

3.2.3 Obtencion de extractos

Las almendras (2 kg) de A. diversifolia, fueron molidas en un procesador de
alimentos marca NutriBullet para hacer mas eficiente el proceso de maceracion.
Se prepararon extractos polaridad creciente: hexano, cloruro de metileno
acetato de etilo, acetona, metanol, etanol, y finalmente con una mezcla
etanol/agua/acido acético. Se comenzé con la adicion de 3 L de hexano al
material vegetal molido y se dej6 reposar durante 3 dias, transcurrido ese
tiempo se separé el hexano del bagazo por filtracion y se recuperd este
disolvente por evaporacion a vacio utilizando un rotavapor (Buchi® Rotavapor
R-300, Suiza), el disolvente recuperado se incorpord nuevamente a las semillas
molidas (bagazo), asi se mantuvo durante otros tres dias, pasado ese lapso de

tiempo se filtré y evaporé el disolvente, esta operacion se repitid por una tercera
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vez para finalmente obtener un extracto hexanico aceitoso y un residuo vegetal,
el cual se extrajo sucesivamente, siguiendo el procedimiento mencionado, con
cloruro de metileno (CH2Cl2), acetato de etilo, acetona, metanol, etanol, y
finalmente con una mezcla etanol/agua (1:1, v/v) adicionada con acido acético

al 0.1 %. De esta manera se obtuvieron extractos de diferente polaridad.

3.2.4 Deteccidn de ciclopéptidos por cromatografia

Cada uno de los extractos obtenidos fue analizado por cromatografia en capa
delgada para la deteccion de péptidos y ciclopéptidos, utilizando los reactivos
ninhidrina y o-tolidina, respectivamente. Se prepararon cromatofolios con
aplicaciones de cada uno de los diferentes extractos obtenidos: hexano, cloruro
de metileno, acetato de etilo, acetona, metanol, etanol, y etanol-agua-acido
acético y como testigos se utilizaron el aminoacido valina y el ciclopéptido 2,5-
piperazindiona. Para la deteccion de péptidos y ciclopéptidos respectivamente.
Primeramente, se realizé la deteccion de aminoécidos libres y péptidos lineales
mediante la aplicacion de muestras de cada uno de los extractos y el testigo en
cromatofolios analiticos de silicagel, los cuales fueron eluidos con una mezcla
de CH2Cl2/MeOH/H20 (5:4:1). Después de eluir y evaporar la mezcla, se
asperjaron con una disolucion de ninhidrina al 1 % en acetona, posteriormente
se revelaron las placas aplicando aire caliente por un minuto, donde una
coloracién rosa-violeta indicé presencia positiva para péptidos. En el caso de la
deteccion de ciclopéptidos se us6 otro cromatofolio en el que se colocaron
nuevamente los extractos y el testigo 2,5-piperazindiona, dicha placa también
se eluyo en la mezcla de CH2Cl2/MeOH/H20 y adicionalmente se coloco en una
camara que contenia un volumen pequefio de hipoclorito comercial (Cloralex),
permitiendo de esta manera que los vapores de cloro interaccionaran con la
placa por 20 minutos. Finalizado este proceso, se dejo evaporar el exceso de
cloro por un periodo de 12-16 horas. Trascurrido este tiempo se rocié con una
solucion de o-tolidina (0.5 % en agua y acido acético glacial). La presencia de
manchas con una tonalidad azul-morada en la placa revelada indico presencia

positiva para ciclopéptidos.
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3.2.5 Evaluacion de la capacidad antioxidante

Los extractos metandlico, etanolico e hidroetanolico de semillas de A.
diversifolia con presencia de ciclopéptidos fueron redisueltos en metanol al 80
% para la evaluacion de la capacidad antioxidante por los ensayos ABTS y
FRAP.

Ensayo ABTS

El ensayo de ABTS se llevé a cabo aplicando el método descrito por Re et al.,
(1999) adaptado a microplacas. La disolucion stock del radical ABTS™ fue
preparada mezclando 10 mL de solucion ABTS™ (7.4 mM) con 10 mL de
persulfato de potasio (2.6 mM) y se dejé incubar a temperatura ambiente
durante 16 horas en un lugar obscuro. La disolucién stock del radical ABTS™
fue diluida con metanol puro y se verific6 en un lector de microplacas que la
absorbancia estuviera en un rango de 0.7 — 1.2. El ensayo se realiz6 en una
microplaca de 96 pozos colocando 20 uL de muestra a probar y 180 pL de la
disolucion ABTS™* (diluida) en cada pozo. Como blanco se utilizaron 200 pL de
la dilucion ABTS™ (diluida). La disminucion de la absorbancia se registrd
después de 10 minutos de incubacion en un cuarto oscuro y se leyo en un lector
de microplacas a 734 nm. La actividad antioxidante de las muestras fue
determinada en base a una curva de calibracion de Trolox en un rango de
concentracion entre 49.94 — 599.30 uM. Con base en la ecuacién obtenida se
determind los mg de muestra equivalentes a Trolox para capturar el radical
ABTS. Los resultados se expresaron como micromoles equivalentes de Trolox
por gramo de muestra en base seca (umol ET g, )). Estos ensayos se realizaron

por triplicado.

Ensayo FRAP

La capacidad antioxidante por el ensayo FRAP se evalu6 de acuerdo con el
meétodo descrito por Benzie y Strain (1996), adaptado a microplacas. Para la
preparacion del reactivo FRAP se prepararon las siguientes disoluciones: buffer
de acetatos (300 mM, pH = 3.6), 2,4,6 Tripiridil-s triazina (TPTZ) (10 mM) en
acido clorhidrico (40 mM) y FeCls6H20 (20 mM). Las tres disoluciones se
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mezclaron en una proporcion 10:1:1 (v/v/v). En cada pozo de una microplaca de
96, se colocaron 20 puL de muestra, 180 pL del reactivo FRAP, y 60 uL de agua
destilada. Como blanco se utilizaron 260 pL del reactivo FRAP. La mezcla de
reaccion se incubd protegida de la luz (10 min), posteriormente se leyo la
absorbancia en un lector de microplacas a 595 nm después de 30 segundos de
agitacion. La actividad antioxidante de las muestras fue determinada con base
en una curva de calibracion de Trolox con un rango de concentraciones de
49.94 — 599.30 uM. Los resultados se expresaron como micromoles
equivalentes de Trolox por gramo de muestra en base seca (umol ET gp). Los

ensayos se realizaron por triplicado.

3.2.6 Contenido de Fenoles Totales

El contenido de Fenoles Totales se determind por el método de Folin-Ciocalteu
(Singleton & Rossi, 1965) con algunas modificaciones. Se preparé una
disolucién de Folin-Ciocalteu 1:10 (v/v) y una disolucién de carbonato de sodio
al 20 % (p/v). El ensayo se realiz6 en una microplaca de 96 pozos. En cada
pozo se colocaron 25 pL de extracto, 125 uL de agua destilada, 20 uL de
dilucion Folin-Ciocalteu y 30 uL de la dilucion de carbonato de sodio al 20 %.
Como blanco se utilizaron 150 uL de agua destilada y las cantidades de Folin-
Ciocalteu y carbonato de sodio mencionadas. Después de 30 minutos de
reaccion se leyd la absorbancia a 760 nm. El contenido de fenoles de los
extractos fue determinado con base en una curva de calibracion de &cido galico
en rango de concentraciones de 10 — 90 ug mL™. Los resultados se expresaron
como miligramos equivalentes de acido galico por gramo de muestra en base

seca (mg EAG g 1).

3.2.7 Contenido de Flavonoides

El contenido de flavonoides totales fue determinado por el método propuesto
por Chang et al., (2002). En un tubo falcon se mezclaron 0.5 mL de muestra
(diluida en metanol al 80 %), 4.3 mL de agua destilada, 0.1 mL de AICI3z6H20 al
10 % y 0.1 mL de acetato de potasio 1 M. La mezcla se dejo reposar por 30

minutos a temperatura ambiente y protegida de la luz. Posteriormente se
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transfirieron 200 puL de cada tubo falcon a los pozos de una microplaca para
medir las absorbancias a 415 nm. Como blanco se utilizaron 0.5 mL de metanol
al 80 %. El contenido de flavonoides totales de los extractos fue determinado
con base en una curva de calibracion de quercetina en un rango de
concentraciones de 0.5—10pug mL?l. Los resultados se expresaron como
miligramos equivalentes de quercetina por gramo de muestra en base seca (mg

EQ g?). Los ensayos se realizaron por triplicado.

3.2.8 Contenido de Proteinas Totales

El contenido de proteinas totales se determiné por el método de Bradford
(1976). En un tubo eppendorf se colocaron 50 puL de extracto (diluido en agua
destilada) y 950 pL del reactivo Bradford. La mezcla se agitd6 en vortex (un
minuto, 2 000 rpm). Una alicuota de la mezcla de reaccion (200 pL) de cada
extracto fue transferida a una microplaca de 96 pozos y se midieron las
absorbancias a una longitud de onda de 595 nm. El contenido de proteina total
de los extractos fue determinado en base a una curva de calibracion con
albumina de suero bovino (BSA) en un rango de concentraciones de 100 —
800 ung mLL. Los resultados se expresaron como miligramos equivalentes de
BSA por gramo de muestra en base seca (mg EBSA g ). Los ensayos se

realizaron por triplicado.

3.2.9 Separacion de extractos por Cromatografia en Columna (CC)

Cada uno de los extractos (metandlico, etandlico e hidroetandlico), que por
cromatografia en capa delgada mostraron prueba positiva para ciclopéptidos, se
sometieron a separacion por cromatografia en columna. Como fase estacionaria
se uso silica gel 60 (malla 70 - 230 ATSM, Merck ®, Alemania), en una relacion
1:30 p/p (extracto/ gel de silice). La fase movil consistio en una mezcla de
CH2Cl2/MeOH con incrementos del disolvente mas polar (MeOH) de 3 % en 3 %
hasta llegar a un 50 %, después los incrementos de polaridad fueron de 10 %
en 10 %, se utilizaron dos volumenes de cambio de 600 mL (Wélé et al., 2004).
Las fracciones obtenidas de la columna se concentraron a presion reducida en

un rotavapor (Biuchi® Rotavapor R-300, Suiza). Cada fraccion concentrada se
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monitore6é por cromatografia en capa delgada utilizando las pruebas quimicas
de ninhidrina y Cl2/o-tolidina para identificar las fracciones ricas en péptidos y
ciclopéptidos, respectivamente. Las fracciones con patrones de coloracion o RF
similares se reunieron nuevamente y se determiné su potencial capacidad

antioxidante mediante los ensayos ABTS y FRAP descritos anteriormente.

3.2.10 Analisis espectroscopico por RMN

Las FA que dieron una respuesta positiva a las pruebas quimicas con o-tolidina
para ciclopéptidos, se les hicieron estudios de RMN. Las FA se analizaron en
un Espectrometro de Resonancia Magnética Nuclear (RMN) marca Agilent DD2
a 400 MHz. Los espectros de RMN-'H se determinaron a 400 MHz y los de
RMN 13C se midieron a 100 MHz, empleando acetona-ds adicionada con dos
gotas de H20/D20 (90:10) y Tetrametilsilano (TMS) como referencia interna. Asi

mismo, se determinaron espectros HSQC y APT.

3.2.11 Analisis estadistico

Se realizé un andlisis de varianza (disefio completamente al azar con tres
repeticiones), para cada ensayo de capacidad antioxidante, fenoles totales,
flavonoides y contenido de proteinas con el objetivo de identificar diferencias
estadisticas (p<0.05) en los tratamientos. Se empled la prueba de comparaciéon
de medias de Tukey. Se calcularon coeficientes de correlacion de Pearson (R)
para identificar la contribucién de los compuestos bioactivos a la capacidad
antioxidante. Los datos fueron analizados con el programa estadistico SAS
version 9.1 (SAS Institute, Inc., Cary, NC, EE. UU).

3.3 Resultados y discusién

3.3.1 Caracterizacion morfoldgica de las semillas

Las semillas son de color café ocre y de forma cilindrica (Figura 10) con
dimensiones de 1.80 + 0.11, 0.87 + 0.05, 0.61 + 0.08 cm en largo, ancho y
grosor respectivamente (Cuadro 5). El peso que se registré para las semillas

completas fue de 1.35 + 0.16 g. Se presentan ademas las caracteristicas de las
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almendras de A. diversifolia una vez retirada la testa, teniendo un rendimiento

aproximado de 63 % en almendra respecto del total de la semilla.

Cuadro 5. Caracterizacion morfolégica semillas de A. diversifolia.

Largo (cm) Ancho (cm) Grosor (cm) Peso (g9)
Semilla 180+0.11 087+005 0.61+0.08 1.35+0.16

Almendra 150+ 0.13 060+0.07 049+0.08 0.86+0.12
Los resultados son promedios + DE (n = 30). Fuente: Elaboracion propia.

Figura 10. Semillas de A. diversifolia.

Lim (2012) en su revision publicé valores de 2 y 1 cm para las dimensiones
(largo, ancho respectivamente) de semillas de A. diversifolia, ademas de un
rango de 25—80 semillas por fruto. Por su parte Marroguin-Andrade et al.,
(2011) reportan un peso de 143 y 0.93 g por semila y almendra
respectivamente, un rendimiento del 65 % en almendra, similar a lo registrado
en este trabajo. En el estudio de Marroquin-Andrade et al., (2011) se realizé
ademas una caracterizacion morfolégica de las semillas de A. diversifolia,
reportando valores de 2.26 y 1.32 cm para semillas y 1.85 y 0.93 cm para las
almendras. Las variaciones que se presentan en estos estudios se pueden
atribuir a la variabilidad de tamafos en los frutos de esta especie donde se
manejan rangos en su peso desde los 500 g hasta los 900 g por fruto (Duke &
duCellier, 1993; Julian-Loaeza et al.,, 2011). Eshra et al., (2019) en una

caracterizacion morfolégica de semillas de A. squamosa reportaron
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dimensiones (longitud, ancho y grosor) de 1.51, 0.70 y 0.51 cm para las
semillas completas y 1.14, 0.55 y 0.46 cm respectivamente para las almendras.
Sin embargo, pese a que las semillas de A. squamosa son mas pequefias
tienen un mayor rendimiento (79 %) en almendra (0.209 g de almendra/ 0.264 g

de semilla) respecto a los resultados presentados para A. diversifolia.

3.3.2 Obtencion de extractos

Los rendimientos de los extractos obtenidos con cada uno de los disolventes
utilizados se presentan en el Cuadro 6. Se aprecia un elevado contenido de
aceite producto de la maceracién con hexano representando un 20.17 %
respecto del peso inicial de las almendras. Rendimiento cercano a lo que
reporta Marroquin-Andrade et al., (2011) en el andlisis proximal con un 27.43 g
de aceite por cada 100 g de materia seca de semilla de A. diversifolia.

Cuadro 6. Rendimientos de extractos de semillas de A. diversifolia
obtenido con diferentes disolventes.

Disolvente Rendimiento (%)
Hexano 20.17
Cloruro de metileno 21.96
Acetato de etilo 2.17
Acetona 0.86
Metanol 1.16
Etanol 0.30
Etanol-Agua-Acido Acético 3.66

Los valores son cantidades finales en % por cada disolvente utilizado.

3.3.3 Deteccion de ciclopéptidos por cromatografia

Una vez obtenidos los extractos se llevé a cabo un monitoreo con dos pruebas
quimicas complementarias: ninhidrina y Cl2/o-tolidina para detectar la presencia
de péptidos lineales (aminoacidos libres) y ciclopéptidos respectivamente. De
acuerdo con lo reportado en Wélé et al., (2004). Para la prueba de deteccion de
péptidos de caracter lineal, utilizando ninhidrina y valina como revelador y

muestra de referencia, respectivamente. En la Figura 11 se aprecian manchas
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con coloracion violeta para los extractos de metanol, etanol, y la mezcla
EtOH/H20/AcOH. Siegfried Ruhemann descubrié en 1910 que la reccion entre
los grupos amino primarios y la ninhidrina, dan como resultado la formacion de
un cromoéforo purpura, conocido como colorante purpura de Ruhemann (RP). El
primer paso en la reaccion implica el desplazamiento de un grupo OH de la
ninhidrina por el grupo NHz de un aminoéacido seguido de una descarboxilacion
y una hidrolisis. La reaccion, ademas del RP genera como productos CO2y un
aldehido (RCHO). Otros cromoforos que pueden presentarse tienen una

coloracién amarilla para el caso de aminoacidos como prolina (Friedman, 2004).
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Figura 11. Cromatofolios de extractos de A. diversifolia revelados con ninhidrina para la
deteccion de péptidos: 1) Extracto hexanico, 2) Extracto de CH2Clz, 3) Extracto de AcOEt, 4)
Extracto de acetona, 5) Extracto de metanol, 6) Extracto de etanol, 7) Extracto de
EtOH/H20/AcOH, 8) Valina.

Los resultados para la deteccion de ciclopéptidos (Figura 12) dieron prueba
positiva para los extractos de metanol, etanol, y la mezcla EtOH/H20/AcOH
presentando manchas de coloracién purpura grisaceo, misma que presento el
ciclopéptido 2,5-piperazindiona que se utilizd6 como testigo después de

revelarse con la solucion de Clz/o-tolidina.
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Figura 12. Cromatofolios de extractos de A. diversifolia revelados con Clz/o-tolidina para la
deteccion de ciclopéptidos: 1) Extracto hexanico, 2) Extracto de CH2Cl2, 3) Extracto de AcOEt,
4) Extracto de acetona, 5) Extracto de metanol, 6) Extracto de etanol, 7) Extracto de
EtOH/H20/AcOH, 8) 2,5-piperazindiona.

Debido a que el grupo amino (NH o NH2) en los ciclopéptidos no se encuentra
libre, no puede reaccionar con el reactivo de ninhidrina. Por ello otros reactivos
como la Clz/o-tolidina se han utilizado para detectar ciclopéptidos en plantas
(Tan & Zhou, 2006). Compuestos con enlaces peptidicos bloqueados pueden
detectarse por su conversion en N-cloro-compuestos seguidos de una reaccion
con o-tolidina (Allen, 1981). Por lo tanto, esta reacciéon de Cl2/o-tolidina se
resume en dos etapas primero una halogenacion del compuesto y después la
reaccion del producto halogenado con la o-tolidina (Isaaq & Barr, 1977). Se
sabe que la o-tolidina reacciona con compuestos clorados para dar un color
azul (Reindel & Hoppe, 1954). El color producido puede ser funcion de a) la
cantidad de cloro que reacciona con la base, b) la concentracion del punto de la
muestra (cantidad por area), c) la concentracion del reactivo, y d) la finalizacién
de la reaccion (Isaaq & Barr, 1977). Esta metodologia de revelado con reactivos
como Clz/o-tolidina ha sido utilizada en el monitoreo para la identificacion de
nuevos ciclopéptidos de A. cherimola (Wélé et al., 2004). Otros estudios de
separacion y purificacion de ciclopéptidos en J. mahafalensis también utilizaron

esta técnica de monitoreo (Baraguey et al., 2000; Baraguey et al., 2001).
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3.3.4 Evaluacion de la capacidad antioxidante

La capacidad antioxidante (CA) de los extractos con presencia positiva para
ciclopéptidos se evalué mediante los ensayos ABTS y FRAP. El ensayo ABTS
mide la capacidad de un antioxidante para eliminar el catién radical ABTS™, un
cromoforo verde-azul con una absorcibn maxima a una longitud de onda de 734
nm, cuya intensidad disminuye al ser neutralizado (Shahidi & Zhong, 2015). El
ensayo FRAP se basa en la reduccion del complejo Fe 3* de la tripiridiltriazina
Fe (TPTZ)** al complejo Fe ?* de color azul intenso de Fe (TPTZ) 2* por la
reaccion con antioxidantes en un medio &cido (Antolovich et al., 2002). En el
Cuadro 7, se observa que los valores de CA de los extractos de diferente
polaridad muestran diferencias estadisticamente significativas (p < 0.05). El
extracto de metandlico presenté la CA mas alta, tanto por el ensayo ABTS
como por FRAP. En la pulpa de A. diversilofia se evalu6 la CA por el ensayo
ABTS y se encontr6 un valor inferior (6.74 umol ET g*) a cualquiera de los
reportados para los extractos de las semillas en este trabajo (Moo-Huchin et al.,
2014), cabe mencionar que este valor se determind en base humeda. Otros
estudios de la CA, evaluada por el ensayo ABTS, de extractos de diferente
polaridad de semillas de anonaceaes, mostraron los siguientes resultados:
extractos hidrometanolicos de A. coriacea, (159.36 umol ET g!) y A. sylvatica
(135.50 pmol ET g1) (Benites et al., 2015), extractos metanol-acetona-agua de
A. crassiflora, (190.54 umol ET g1) (Prado et al., 2020), y extractos acuosos de
A. muricata, (83.00 umol ET g') (Adefegha et al., 2015). Por otro lado, Orak et
al., (2019) documentaron que el extracto metandlico, obtenido a partir de
semillas de A. muricata, también mostr6 la mayor capacidad antioxidante, por el
ensayo ABTS, con un valor de 905 pmol ET g?, cabe resaltar que dicha
tendencia también fue observada en el ensayo FRAP, sin embargo, se utilizd
una curva de calibracion diferente, por lo que sus unidades no son comparables
a nuestro estudio. Si bien se han publicado mas estudios para evaluar la CA por
los ensayos ABTS y FRAP en extractos obtenidos a partir de semillas de
anonaceas, las unidades en que se reportan dichos resultados difieren debido a

gue existen varias formas para reportar resultados, tales como, porcentaje de
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inhibicion de la oxidacion, eficacia antirradical, concentracion eficiente,
equivalentes de Trolox, equivalentes de tocoferol, entre otros (Karakaya &
Simsek, 2011, Passos et al., 2010; Peréz-Jiménez & Saura-Calixto, 2006). La
falta de estandarizacion para los ensayos generan diferencias en los resultados
y limita las comparaciones entre diferentes muestras pues existen distintos
valores de capacidad antioxidante para un mismo extracto o muestra (da Silva
& Jorge, 2014). En general la CA en extractos de semillas de anonaceas es
mayor en extractos mas polares (Bhardwaj et al., 2014; Nguyen et al., 2020;
Vikas et al., 2017; Volobuff et al., 2019). Los estudios de Benites et al., (2015),
demuestran que bajo las mismas condiciones de estudio en A. coriacea y A.
sylvatica la CA de semillas fue superior al obtenido en pulpa. Por el contrario,
Prado et al.,, (2020) demostraron que hay mejores resultados en la cascara
respecto de extractos de semillas de A. crassiflora aun utilizando los mismos
disolventes de extraccion. La cascara, de A. muricata presentdé una CA mas alta
que sus semillas y pulpa (Adefegha et al., 2015). En otro estudio se encontro
que los valores de CA, aplicando el ensayo FRAP, fueron més altos, respecto a
extractos etanolicos, para los extractos metandlicos de pulpa de A. cherimola
(Barreca et al., 2011). Esta tendencia fue la misma que presentd nuestro
estudio, por lo que los extractos se pueden ordenar de forma decreciente de
acuerdo con su CA: metanol > etanol > Etanol-Agua-Acido Acético. La actividad
antioxidante en semillas de anonaceas también se ha documentado
ampliamente aplicando el ensayo DPPH (Albuquerque et al., 2016; Benites et
al., 2015; Kothari et al., 2012; Mariod et al., 2012; Menezez et al., 2019;
Nwaneri-Chidozie et al., 2016; Padro et al.,2020; Roesler et al., 2007; Volobuff
et al., 2019; Zahid et al.,, 2018). Sin embargo, los estudios realizados por
Almeida et al., (2011) y Moo-Huchin et al., (2014), compararon los ensayos
DPPH y ABTS, donde coinciden que existen subestimaciones del ensayo DPPH
respecto del ABTS. Lo anterior puede explicarse considerando que para el
ensayo DPPH las absorbancias se miden a 515 nm; a esta longitud los
compuestos coloreados, como antocianinas y carotenoides presentes en la

muestra, tienen un espectro que se superpone al del DPPH, y por tanto
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interfiere con las mediciones (Arnao, 2000). Una segunda razon tiene que ver
con los mecanismos de reaccion del DPPH vy los eliminadores de los radicales,
que estan influenciados por las estructuras de los antioxidantes, moléculas
pequefias tienen una mejor accesibilidad al centro activo del radical y por ende
una mayor actividad antioxidante en este ensayo (Prior & Schaich, 2005). Una
tercera razon seria explicada por los mecanismos de reaccion reversibles del
DPPH con ciertos compuestos fendlicos como el eugenol y sus derivados, lo
que da como resultado valores mas bajos de la CA (Bondet et al., 1997). Por
otro lado, el ensayo ABTS, ofrece ventajas en términos del tiempo de reaccion
con los extractos, es mas rapido (seis minutos) con respecto al DPPH (30 min).
Ademas, el ABTS puede solubilizarse en medios acuosos y no polares, por lo
que es posible evaluar la CA en muestras hidrofilicas y lipofilicas (Almeida et
al.,, 2011). Debido a que la actividad antioxidante en los alimentos esta
determinada por una mezcla de diferentes compuestos antioxidantes con
diferentes mecanismos de reaccion, asi como sinergias entre los mismos, es de
suma utilidad la combinacién de varios ensayos para determinar la capacidad
antioxidante (Frankel & Meyer, 2000; Pérez-Jiménez et al., 2008; Novaes et al.,
2019). Si bien cada método s6lo proporciona una estimacion de la CA, que esta
sujeta ademas a las condiciones de estos y de los reactivos, la combinacién de
varios ensayos permite la identificacion de variaciones en las respuestas entre
compuestos y extractos (Vasco et al., 2008). Los ensayos antioxidantes son de
gran relevancia ya que son una evaluacion preliminar de los efectos benéficos
de las muestras o extractos, que permiten el analisis 0 comparaciones sobre los
procesos oxidativos o inhibitorios de otros extractos o compuestos (Volobuff et
al., 2019).
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Cuadro 7. Evaluacion de la capacidad antioxidante de extractos ricos en
ciclopéptidos de A. diversifolia mediante los ensayos ABTS y FRAP.

e tract ABTS FRAP

xtracto (mol ET g1 (mol ET g')
Metanol 201.88 + 4.93 a2 96.56 + 0.72 a
Etanol 128.61+7.75b 7758 +2.69b
Etanol-Agua-Acido 1353 + 0.04 ¢ 8.01 + 0.05 ¢

Acético

Z Medias seguidas con la misma letra en cada columna no son diferentes (DMS, p<0.05) (n=3)
Fuente: Elaboracion propia

3.3.5 Contenido de Fenoles Totales

En el estudio de Julidn-Loaeza et al., (2011) se reportan los contenidos de
fenoles y flavonoides totales para pulpa de tres variedades de frutos de A.
diversifolia. Para el ensayo de fenoles los valores se encontraron en el intervalo
de 1.29 —1.70 mg EAG g, mientras que el contenido de flavonoides se reportd
en un rango de 1.07 — 1.52 mg EC g*. Como se observa en el Cuadro 8 el
extracto metandlico de las semillas de A. diversifolia, contiene la mayor
concentracion de compuestos fendlicos 19.16 mg EAG g'. En otros estudios,
los extractos etandlicos de semillas de cuatro variedades de A. cherimolla, se
encontraron concentraciones de compuestos fenolicos mas bajas (0.033 —
0.041 mg EAG g) (Albuquerque et al., 2016), y los extractos hidrometanolicos
de semillas de A. muricata, 8.19 mg EAG g'(Menezez et al., 2019) son también
inferiores. Sin embargo, son concentraciones bajas si se comparan con las
encontradas en extractos etandlicos de semillas de A. crassiflora, 136.98 mg
EAG g (Roesler et al., 2007), extractos metandlicos de semillas A. squamosa,
75.6 mg EAG g (Mariod et al., 2012), extractos metanol-acetona de semillas
de A. crassiflora, 97.74 mg EAG g! (Prado et al, 2020) extractos
hidrometanolicos de semillas de A. coriacea, 147.08 mg EAG g* y A. sylvatica,
58.10 mg EAG g (Benites et al., 2015). Un estudio mas en A. crassiflora pero
con extractos hidrometandlicos de semillas, se reporta un contenido fendlico de
32.04 mg EAG g (Menezez et al., 2019). De acuerdo con Do et al., (2014) y
Nguyen et al., (2020), el contenido de fenoles totales en una misma especie se
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ve afectado por el tipo de disolvente de extraccion. Otro aspecto relevante es el
meétodo utilizado para la obtencion de extractos. En un estudio en semillas de A.
squamosa se compararon varios meétodos de extraccion y su efecto en el
contenido de fenoles, flavonoides y actividad antioxidante. Siendo el método
Soxhlet el que demostro ser el mejor en términos de eficiencia de extraccion y
extraccion de compuestos fendlicos (Kothari et al., 2012). Los principales
compuestos fendlicos encontrados en semillas de anonaceas son
principalmente quercetina, catequina, epicatequina, p-coumarica, rutina,
vainillina y acidos organicos como acido cafeico, clorogénico, férrico, ferulico,
galico p-cumarico, vanilico y, siringico obtenidos principalmente por estudios de
HPLC (Mariod et al., 2012; Menezez et al., 2019; Prado et al., 2020).

Cuadro 8. Resultados de diferentes ensayos en extractos de semillas de A.
diversifolia.

Extractos Fenoles Totales Flavonoides Proteinas Totales
X -1 -1 1
(mg EAG g') (mgECg,.) (mg BSA g,,.)
Metanol 19.16 + 1.13 aZ 1.56 + 0.05 b 14.98 + 0.75 b
Etanol 16.17 + 0.55 b 9.37 +0.22a 24.00 +0.23a
Etanol-Agua- g 484 0.18¢ 1.00 +0.02 ¢ 0.62 +0.06 ¢

Acido Acético

Z Medias seguidas con la misma letra en cada columna no son diferentes (DMS, p<0.05) (n=3).
Fuente: Elaboracion propia.

3.3.6 Contenido de Flavonoides

En lo que respecta al contenido de flavonoides si bien se tiene un estudio en
pulpa de frutos de A. diversifolia, no existen antecedentes reportados en
semillas para esta especie. Los resultados (Cuadro 8) muestran que el mayor
contenido de flavonoides se encontré en el extracto etandlico, 9.37 mg EQ gty
el menor, en el extracto hidroetandlico. En semillas de A. squamosa se
evaluaron el contenido de flavonoides de cinco extractos (Hexano, Acetona,
Cloroformo-Metanol, Etanol, Agua) donde la menor cantidad de flavonoides se
encontré en el extracto acuoso (5.72 mg EQ g?), y la mayor cantidad en el
extracto etandlico (42.44 mg EQ g?), si bien esta tendencia coindice con los
resultados de nuestro estudio el mayor rendimiento de flavonoides en relacion
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al contenido de fenoles totales (29.95 mg EAG g!) se obtuvo utilizando acetona
como disolvente de extraccion (32.66 mg EQ g?) (Kothari & Seshadri, 2010). En
otros estudios, la evaluacion del contenido de flavonoides en semillas de
anonaceas utilizando como referencia la quercetina, se encontr6 una
concentracion de 0.85 mg EQ g?! en extractos acuosos de semillas de A.
muricata, (Adefegha et al., 2015). Este dato es inferior al valor mas bajo
encontrado en este trabajo para extracto hidroetanélico (1.00 mg EQ g*%). Si
bien en el estudio de Adefegha et al., (2015) también se evaluaron extractos
acuosos de pulpa y pericarpio de A. muricata su contenido de flavonoides e
incluso de fenoles totales es muy bajo en comparacion a otras especies de
anonaceas y reafirma que la cantidad de flavonoides presente en extractos
acuosos tiende a ser menor respecto a otro tipo de disolvente utilizado. Por otra
parte, el contenido de flavonoides en extractos hidrometandlicos de semillas de
A. coriacea, 131.18 mg EQ g! y A. sylvatica, 58.10 mg EQ g (Benites et al.,
2015), fueron més altos a los encontrados en este estudio. Kothari et al., (2012)
demostraron que el método de extraccion utilizado también tiene una influencia
en el contenido de flavonoides donde se reportan un rango de 2.55 — 13.10 mg
EQ g! para extractos acuosos y 2.83—45.84 mg EQ g*! para extractos
metanolicos de semillas de A. squamosa. Si bien ya se mencionaron los
estudios realizados en A. squamosa por Mariod et al., (2012), en A. cherimolla
por Albuquerque et al., (2016) y en A. crassiflora por Prado et al., (2020), éstos
utilizan otros flavonoides como rutina, catequina y epiquercetina para su curva
de calibracién ademas de que los valores que encontraron son muy bajos en
comparacion a los que se obtienen utilizando quercetina como referencia. Lo
anterior, pone en evidencia las variaciones del contenido de flavonoides en las
semillas de las anonaceas. Los estudios por HPLC para la identificacion de
flavonoides presentes en semillas de A. crassiflora marcan un mayor contenido
de quercetina en comparacion al contenido de catequina sin embargo esta

tendencia se invierte en A. muricata (Menezez et al., 2019; Prado et al., 2020).
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3.3.7 Contenido de Proteinas Totales

El método de Bradford para la determinacion de proteinas se ha convertido en
uno de los métodos colorimétricos méas utilizados, debido a su velocidad de
analisis, alta sensibilidad y linealidad (Bradford, 1976). El ensayo se basa en las
interacciones entre residuos de aminoacidos basicos como la arginina, lisina e
histidina y en menor grado, los residuos aromaticos como triptéfano, fenilalanina
y tirosina, con el colorante azul brillante G-250 de Coomassie (CBB) (Comton &
Jones, 1985). En medio &cido, el colorante es rojo en su estado protonado
(cation). El colorante en su forma de anion no esta presente libremente en el pH
del reactivo, pero se genera en presencia de proteinas (Jones et al., 1989).
Mediante una serie interacciones electrostaticas e hidrofobicas se forma un
complejo proteina-colorante. El colorante se estabiliza en su forma anionica que
absorbe intensamente la luz a una longitud de 595 nm (Comton & Jones, 1985;
Congdon et al.,, 1993; de Moreno et al.,1986). El colorante, se une a
macromoléculas con grupos funcionales reactivos especificos y no reacciona
con aminoéacidos libres, ni polipéptidos de bajo peso molecular (menos de 6-10
péptidos) u otras moléculas que contengan nitrdgeno o proteinas (Compton &
Jones, 1985). Los resultados (Cuadro 8) muestran que el mayor contenido de
proteina se obtuvo en el extracto etandlico (24.00 mg g?') seguido del
metandlico y en menor medida el extracto hidroetanélico (0.62 mg g?). El
contenido de proteina en el extracto etandlico fue més alto, respecto a las
concentraciones encontradas por Martinez-Maldonado et al., (2015) en semillas
de A. squamosa (9.92 mg g?). Similares contenidos de proteina se encontraron
también en semillas de A. squamosa, en los estudios de Shukry et al., (2019)
(10.59 mg g?), y Ranganatha et al., (2019) (8.75 mg g*). Sin embargo, son
valores muy inferiores si se comparan con los resultados de andlisis proximales
realizados también en A. squamosa (44.3— 200.1 mg g*) (Abdualrahman et al.,
2019; Eshra et al., 2019; Hassan et al., 2008; Mariod et al., 2010), en semillas
de A. crassiflora (163.3 mg g') (Caramori et al., 2004), en A. cherimolla (295.3
mg g1) (Branco et al., 2015), en A. muricata (187.6 mg g*) (Torres et al., 2013),
y en A. diversifolia (154 — 187.6 mg g!) (Marroquin-Andrade et al., 2011; Torres
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et al., 2013). Si bien el método Bradford ofrece una cuantificacion del contenido
de proteinas relacionandolo con un estandar de albumina de suero bovina (para
producir una curva de absorbancia vs concentracion de proteina en muestra) la
suposicion de la sensibilidad del ensayo o respuesta no siempre es correcta, ya
qgue hay variabilidad entre una u otra proteina produciendo subestimaciones o
sobrestimaciones ademas de interferencias por otros factores a considerar
como detergentes idnicos y no ionicos, proteinas glicosiladas, y metiladas
(Brady & Macnaughtan, 2015; Noble & Bailey, 2009). Las variaciones o
interferencias en el ensayo Bradford se pueden atribuir a tres grandes aspectos:
1) La relacion de los aminoacidos especificos presentes en la proteina. Las
proteinas con un mayor porcentaje de residuos de arginina y lisina dan valores
mas altos de absorbancia que una muestra con la misma concentracion de
proteina, pero con menor porcentaje de residuos basicos de arginina o lisina
(Brady & Macnaughtan, 2015). 2) Las concentraciones superiores a 100 ug ml -*
— 1 000 yg ml1 de proteinas estan por fuera de la linealidad del método (Lozzi
et al., 2008) y se comienzan a generar datos erroneos. 3) Las interferencias se
pueden deber a la presencia de compuestos como el dodecil sulfato de sodio,
flavonoides, anfolitos, buffers basicos, e hidréxido de sodio, los cuales
modifican los valores de absorbancia del reactivo y por ende cambian la
respuesta del colorante cuando reacciona con la muestra de proteina (Compton
& Jones 1985; Godshall, 1983; Kruger, 1994, Lucarini & Kilikian, 1999; Spector,
1978).

3.3.8 Correlacién de fenoles y flavonoides totales con capacidad
antioxidante

Los coeficientes de correlacion entre la capacidad antioxidante (ABTS y FRAP)
con el contenido de fenoles, flavonoides y proteinas totales se presentan en el
Cuadro 9. La capacidad antioxidante evaluada con los ensayos ABTS y FRAP
presenta una alta correlacion positiva (R = 0.981 y R = 0.982, p < 0.05,
respectivamente) con el contenido de fenoles totales. Por otra parte, no hubo
una correlaciéon significativa entre el contenido de flavonoides con la actividad

antioxidante medida con ambos ensayos. Esto sugiere que ademas de los
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flavonoides otro tipo de compuestos fendlicos podria contribuir a la CA en
semillas de A. diversifolia. En diferentes estudios de anonaceas se ha
encontrado una correlacion alta entre el contenido de fenoles totales y la
actividad antioxidante (Adefegha et al., 2015; Bharwaj et al., 2014; Moo-Huchin
et al., 2014; Nguyen et al., 2020; Orak et al., 2019; Prado et al., 2020; Vikas et
al., 2017; Volobuff et al., 2019), mientras que otros autores no encontraron
correlacion con el contenido de flavonoides totales como en nuestro estudio
(Moo-Huchin et al., 2014).

Cuadro 9. Coeficientes de Correlacion de Pearson (R) de diferentes
parametros y la capacidad antioxidante de extractos de A. diversifolia.

Coeficiente de Correlacion (R)

Parametros ABTS FRAP
FRAP 0.981
Fenoles Totales 0.979 0.982
Flavonoides Totales 0.186 0.369
Proteinas 0.703 0.826

Fuente: Elaboracion propia.

En el estudio de Benites et al., (2015) se reportan contenidos de fenoles totales
en las dos especies de A. coriacea y A. sylvatica superiores a nuestro estudio
en A. diversifolia, sin embargo la capacidad antioxidante medida por el ensayo
ABTS es superior a la medida en Benites et al., (2015) lo que sugiere la
presencia de compuestos fendélicos con una potente capacidad antioxidante en
A. diversifolia, respecto a los que se pudieran encontrar en las dos especies
antes mencionadas, o bien efectos sinérgicos con otros compuestos. Este
comportamiento de bajo contenido de fenoles, pero con una alta actividad
antioxidante ha sido documentado por Vasco et al., (2008) en diferentes frutos
tropicales de Ecuador. Extractos metandlicos y etandlicos obtenidos a partir de
la pulpa de frutos de A. cherimola resultaron ser poderosos eliminadores de
radicales libres. La capacidad reductora, asi como una actividad antioxidante
primaria se atribuye a grupos hidroxilo relacionados a estructuras fendlicas

presentes en dichos extractos (Barreca et al.,, 2011). Sin embargo, en un
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estudio de extractos de semillas de A. squamosa, utilizando disolventes de
diferente polaridad, no se encontré6 una correlacion entre el contenido de
flavonoides o compuestos fendlicos, respecto a la CA. Por tanto, la actividad
antioxidante presente en dichos extractos se le atribuye a diversos fitoquimicos
que pertenecen a diferentes grupos de metabolitos secundarios y varian
ampliamente en sus propiedades quimicas (Kothari & Seshadri, 2010). De
acuerdo algunos estudios, la distribucion del contenido fendlico en la cascara de
las anonéceaes es superior al encontrado en pulpa, y semillas (Adefegha et al.,
2015), lo anterior podria explicarse, considerando que la cascara esta expuesta
a factores ambientales que provocan estrés, tal y como los rayos ultravioletas
de la luz solar (Soumaya et al., 2013). Dichos factores generan una sintesis
intensa de compuestos fendlicos para disminuir el estrés oxidativo
(Chanwitheesuk et al., 2005). Por otro lado, las diferencias en CA de los
extractos obtenidos con disolventes de diferente polaridad, esté relacionada con
el caracter hidrofébico o hidrofilico en los compuestos fendlicos de las muestras
de andlisis (Chavan et al., 2012; Fontana et al., 1998). En nuestro estudio la
mayor capacidad antioxidante se encontré en el extracto metandlico, se ha
documentado que el metanol puede extraer la mayoria de los compuestos
polares que estan asociados con las propiedades antioxidantes (Do et al.,
2014). Si bien se han descrito a los compuestos fendlicos como excelentes
donadores de electrones debido a que sus grupos hidroxilo contribuyen a la
reduccion de radicales libres y estimulan, en la célula, la produccion de
moléculas enddgenas (Nguyen et al., 2020), también existen otros compuestos
como tocoferoles, carotenoides, azucares reductores y terpenos, que podrian
contribuir o tener efectos sinérgicos a dicha propiedad (Shahidi & Ambigaipalan,
2015).

Por otro lado, las correlaciones positivas moderadas (R =0.703,y R =0.826 p <
0.05) entre los ensayos ABTS y FRAP respectivamente, respecto al contenido
de proteinas totales en los extractos, se pueden atribuir a la capacidad para
eliminar ERO, radicales libres, quelacion de metales, reduccion de

hidroperoxidos, entre otras. Las proteinas difieren de otros antioxidantes
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alimentarios ya que pueden actuar multifuncionalmente. Los mecanismos que
actian en la actividad antioxidante de las proteinas dependen de la
composicion de aminoacidos que las conforman. Los aminoacidos mas
reactivos son aquellos que contienen en su cadena lateral azufre (metionina y
cisteina), cadenas aromaticas (triptdfano, tirosina y fenilalanina), y cadenas con
el grupo imidazol (histidina) (Elias et al., 2008). Si bien el método de Bradford se
bas6 en interacciones con aminoacidos especificos como algunos de los ya
antes mencionados. La actividad antioxidante de esos residuos esta limitada a
la estructura de la proteina, debido a que algunos pueden localizarse dentro de
la parte del ndcleo y ser inaccesibles para las moléculas oxidantes y por tanto
mostrar una actividad moderada (Elias et al., 2008). Caso contrario en péptidos
obtenidos de hidrolisis de proteinas donde se ve aumentada la exposicion de
los aminoacidos y por consecuencia aumenta su capacidad de eliminar

radicales libres y quelacién de metales.

3.3.9 Evaluacion de la capacidad antioxidante de FA

Los extractos que dieron una prueba positiva para la presencia de ciclopéptidos
fueron sometidos a una separacion primaria por cromatografia en columna. Se
obtuvieron 20 grupos de fracciones por extracto (Cuadros A1-A3 en apéndices).
Las fracciones obtenidas y que dieron prueba positiva en el monitoreo para
ciclopéptidos fueron reunidas por afinidad de patrones de coloracion (Figuras
Al1-A12 en apéndices) y/o RF similares, los resultados de la evaluacién de su
capacidad antioxidante se reportan en los Cuadros 10-12 para cada extracto.
En lo que respecta al fraccionamiento del extracto metandlico, las FA 9-11
tuvieron la mayor capacidad antioxidante (262.83 y 103.71 umol ET g?), en
ambos ensayos. Las FA (11-13) en el extracto etandlico fueron las de mayor
actividad antioxidante (260.24 y 140.74 pmol ET g1) en los dos ensayos. En los
extractos indicados anteriormente se mantiene la tendencia de los valores més
bajos en actividad antioxidante para las FA en la Ultima seccion 16-20. Sin
embargo, este comportamiento se invierte totalmente en el extracto
hidrometandlico ya que fue en estas FA que se encontraron los mejores

resultados de capacidad antioxidante en el extracto (156.19 y 118.66 umol ET
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g1) no obstante, son valores inferiores a los encontrados en los maximos de los
dos extractos metandlico y etandlico. Se resalta que las FA con los valores mas
altos en capacidad antioxidante son superiores al valor encontrado en el
extracto original, antes de su fraccionamiento (Cuadro 7). Para el caso de los
extractos etandlico e hidroetandlico cualquier FA analizada supero a los valores
de capacidad antioxidante del extracto que provenian.

Cuadro 10. Evaluacion de la capacidad antioxidante de las FA del extracto
Metanol.

EA ABTS FRAP
(umol ET g muestra) (umol ET g muestra)
6-7 158.59 + 0.62 c* 41.79 £ 043 c
8 47.01+0.15e 1413 £ 0.48 e
9-11 262.83 £ 0.86 a 103.71 £ 0.96 a
12-15 193.03 £ 0.53b 85.36 £ 0.42 b
16-20 62.96 + 0.78 d 27.92 £ 0.74d

Z Medias seguidas con la misma letra en cada columna no son diferentes (DMS, p<0.05) (n=3).
Fuente: Elaboracion propia

Cuadro 11. Evaluacion de la capacidad antioxidante de las FA del extracto
Etanol.

EA ABTS FRAP
(umol ET g muestra) (umol ET g muestra)
6-8 236.82 + 0.27 b? 13293+ 0.93Db
9-10 21584 + 0.55¢ 125.24 + 090 c
11-13 260.24 +1.34 a 140.74 £ 0.82 a
16-20 13040+ 1.71d 74.74 + 0.63 d

Z Medias seguidas con la misma letra en cada columna no son diferentes (DMS, p<0.05) (n=3).
Fuente: Elaboracion propia

Cuadro 12. Evaluacién de la capacidad antioxidante de las FA del extracto
Etanol/H20/AcOH.

EA ABTS FRAP
(umol ET g muestra) (umol ET g muestra)
5-6 48.56 + 0.40 d? 12.75 + 0.07d
7-11 71.67 +0.72 c 57.44 £ 0.60 c
12-15 122.67 £ 0.97 b 9453+ 0.75b
16-20 156.19 + 0.85 a 118.66 + 0.99 a

Z Medias seguidas con la misma letra en cada columna no son diferentes (DMS, p<0.05) (n=3).
Fuente: Elaboracion propia.
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Estudios de capacidad antioxidante en corteza de A. senegalensis obtuvieron
también valores mas altos en el ensayo FRAP de fracciones (obtenidas con
hexano, acetato de etilo y metanol) comparadas con el extracto crudo obtenido
directamente de la corteza. No obstante, para el caso del ensayo ABTS los
valores obtenidos en las fracciones con acetato y metanol fueron mas bajos que
en el extracto crudo. Aunque de manera general todas las fracciones
presentaron una mejor actividad antioxidante comparadas con el estandar
(acido ascorbico). La actividad antioxidante en dicho estudio, se le atribuyeron a
la presencia de compuestos bioactivos como flavonoides, fendlicos, esteroides,
y taninos. Sin embargo, se plantea la necesidad de determinar los compuestos
responsables de dicha actividad (Omeke et al., 2019). Por otra parte, el
fraccionamiento bio-dirigido de Volobuff et al., (2019) del extracto metandlico
mas potente (pulpa) de A. cacans se obtuvo un compuesto (acetogenina) que
mostré mayor actividad antioxidante en el ensayo ABTS que la fraccion de
acetato de etilo del que provenia. Por el contrario, estudios realizados, en hojas
de A. muricata determinaron la CA de varias fracciones y de un compuesto
aislado (annonacina), encontrando en dicho compuesto la menor CA, en
comparacion a las fracciones (Roduan et al., 2019). Lo anterior se explicaria a
un efecto sinérgico de compuestos como glucésidos, terpenoides, esteroides,
alcaloides, taninos, saponinas, flavonoides y polifenoles aun presentes en los
extractos/fracciones (Gerge et al., 2012; Ningsih et al., 2016; Yang et al., 2015).

3.3.10 Anélisis espectroscopico por RMN

De las FA que fueron analizadas, la FA 6-8 aportdé informacion importante
deducida a partir del espectro de RMN-'H, mostrado en la Figura 13, donde se
observa un conjunto de sefales de baja intensidad en la region 7.0 - 9.0 ppm
gue probablemente pertenezcan a los hidrégenos de los grupos amida (RCO-
NH-R’) de enlaces peptidicos que forman péptidos y/o ciclopéptidos,
representados de manera general en la Figura 14 (Tan y Zhou, 2006). Asi
mismo, en la region de 10 - 22 ppm del espectro RMN-13C mostrado en la

Figura 15, se corroboran las sefiales que podrian relacionar a la presencia de
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grupos metilo (-CHs) con los posibles residuos de aminoéacidos presentes en

cantidades minoritarias en esta fraccion.

Por otro lado, las sefiales que se localizan en la region entre 60 - 105 ppm del
espectro de RMN-3C, aportan evidencia de la presencia de al menos un
disacarido en la muestra FA 6-8 analizada, y muchas de las sefales

observadas pudieran ser como las publicadas para la sacarosa (Jones et al.,

1979).
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Figura 13. Espectro de Resonancia Magnética Nuclear de Hidrogeno (RMN-'H, 400 MHz,
acetona-ds-D20 10 %, TMS) de la FA 6-8, extracto etandlico de A. diversifolia.
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Figura 14. Representacion general de un péptido.
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Figura 15. Espectro de Resonancia Magnética Nuclear de Carbono-13 (RMN-2C, 400 MHz,
acetona-ds-D20 10 %, TMS) de la FA 6-8, extracto etandlico de A. diversifolia.

Continuando con el analisis, para corroborar la presencia de la sacarosa, en la
fraccion FA 6-8, en el espectro APT mostrado en la Figura 16 se pueden
diferenciar sefiales para carbonos de grupo metileno (-CH2) y cuaternarios (C)
gue muestran sefales positivas (hacia arriba) de carbonos metilo (-CHs) y
metino (-CH) que generan sefiales negativas (hacia abajo). En este sentido, las
sefales que aparecen en la region 60 - 105 ppm (Figura 17), corroboran la
presencia en abundancia de la sacarosa, presente en la FA 6-8 estudiada. En
dicho espectro de APT (RMN-13C), se detecta una sefial a frecuencia alta en
103.9 ppm asignable a un carbono cuaternario como el mostrado por el carbono
C2' de la sacarosa, en tanto que la sefial hacia abajo en 92.0 ppm
corresponderia al C1 de un grupo CH anomérico, como las estructuras
parciales A y B de la Figura 18, mostrando las sefales tipicas de disacéridos.
Para continuar, este mismo espectro APT exhibe sefiales positivas (hacia
arriba) entre 61.5 - 64.0 ppm que se relacionan con tres grupos hidroximetileno
(CH20H), presentes en este disacarido. Y el resto de las sefales negativas
(hacia abajo) (6c 70.5, &¢c 71.9, 6¢c 72.9, dc 73.1, dc 74.5, 6c 78.6, y Oc 82.5),
corresponderian a los cinco grupos —CHOH y dos grupos R-CHOR) restantes.
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Figura 16. Espectro APT de Resonancia Magnética Nuclear de Carbono-13 (RMN-12C, 400
MHz, acetona-de-D20 10 %, TMS) de la FA 6-8, extracto etandlico de A. diversifolia.
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Figura 17. Expansion de 45 a 105 ppm del espectro APT de Resonancia Magnética Nuclear de
Carbono-13 (RMN-13C, 400 MHz, acetona-ds-D20 10 %, TMS) de la FA 6-8, extracto etandlico
de A. diversifolia.
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Figura 18. Estructuras parciales A y B, que conducen a la identificacién de disacaridos como la
sacarosa por la presencia de sefales en 104 y 92 ppm en el espectro APT de la fraccion FA 6-
8.

Finalmente, en el espectro HSQC (Simpson, 2008), de esta fraccion FA 6-8
mostrado en la Figura 19, exhibe correlaciones heteronucleares carbono-
hidrogeno a un enlace (RC-H). En la Figura 20 se presenta una expansion del
espectro HSQC, se observaron sefiales en 5.34 ppm (hidrégeno anomérico)
con 92.0 ppm (C1) de la a-D-glucosa enlazada a la D-fructosa. El resto de las
sefales que guardan correlaciones tipo HSQC entre 60 y 83 ppm (Figura 21)
del trazo vertical (RMN-*3C) y las del trazo horizontal en el intervalo de 3.2 a 4.2
ppm (RMN-1H), corresponden al patron observado para el publicado para la
sacarosa, para corroborar las asignaciones anteriores, se hicieron
comparaciones de estos espectros de RMN de la fraccion FA 6-8 con los
espectros de RMN de una muestra auténtica de nuestro banco de datos,
especificamente el espectro de RMN-13C de la sacarosa determinado en D20,
mismo que se presenta en la Figura 22, quedando plenamente identificada a la
sacarosa como el componente mayoritario en esta fraccion (Schulze-

Sunninghausen et al., 2017), cuya estructura se muestra en la Figura 23.
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Figura 19. Expansién de 0.5 a 5.5 ppm en RMN-!H (F2) y de 10 a 100 ppm en RMN-13C (F1) del
espectro HSQC (en acetona-ds-D20 10 %) de la Sacarosa, extracto etandlico de A. diversifolia.
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Figura 20. Expansion de 5.1 a 5.6 ppm en RMN-'H (F2) y de 80 a 110 ppm en RMN-3C (F1) del
espectro HSQC (en acetona-ds-D20 10 %) de la a-D-glucosa enlazada a la D-fructosa, extracto
etandlico de A. diversifolia.
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Figura 21. Expansion de 3.3 a 4.3 ppm en RMN-!H (F2) y de 68 a 85 ppm en RMN-3C (F1) del
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Figura 22. Espectro de Resonancia Magnética Nuclear de 3C (RMN-*3C. 100 MHz, D20, TMS)
de la sacarosa.
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Figura 23. Estructura de la sacarosa como componente mayoritario encontrado en la fraccién
FA 6-8 del extracto etandlico de semillas de A. diversifolia.

Por otro lado, las pequefias trazas de ciclopéptidos observadas, se corroboran
como se establecié anteriormente por la presencia de un conjunto de sefiales
positivas (hacia arriba) entre 160 y 180 ppm para carbonos de grupo carbonilo
de amida (R-CONHR), en el mismo espectro APT (Silverstein et al, 2005),
(Figura 16). En tanto que, las pocas sefales positivas y negativas entre 40 - 60
ppm corrobora a los carbonos a al grupo carbonilo (C=0) de tipo -CHz para Gly,
y -CH para el resto de los aminoéacidos) al grupo carbonilo. En la region de 20 -
40 ppm se localizarian mayoritariamente el resto de los carbonos metino y
metileno. Las sefiales negativas que se localizan entre 10 y 22 ppm
corresponderian a carbonos metilo (-CHzs) presentes en aminoacidos como, por

ejemplo: Ala, lle, Leu, Thr, o Val.

Por otra parte, en la expansién del espectro de correlacion espectroscopica
heteronuclear a un enlace mostrado en la Figura 24, se observaron resonancias
en la region 10 - 22 ppm que correlacionaron a un enlace con los hidrégenos de
la regién 1.5 - 0.5 ppm, se presupone gue correspondan a grupos metilo (-CHs).
Si bien en el espectro HSQC se hace evidente una mezcla aun con otros
compuestos y ademas de la superposicion de resonancias, se podria hacer un
andlisis preliminar. La resonancia en 18.8 ppm para RMN-3C se correlaciona
con la sefial en 0.87 ppm para RMN-'H, la treonina es el aminoacido que podria

ser el responsable de estas sefales (6c 17.5, du 0.98), ademas se presenta una
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sefial en d¢c 65.9 y dn 4.28 ppm que corresponde al carbono B de dicho
aminoacido (dc 66.7, dn1 3.95). Por otra parte, entre 0.8 y 0.9 ppm se presenta
una superposicion aparentemente de dos sefiales (du 0.85, du 0.89) que
correlacionan a los carbonos a &c 21.8 y &c 22.4; sefiales que se relacionarian
a grupos metilo presentes en el aminoacido leucina (&n 0.77, &¢c 22 y 61 0.85, &c
22.4). Las resonancias en o+ 1.16, dc 19.2 y &1 1.42, d¢c 16.6 se correlacionan a
grupos metilo similares a los que presentan en la valina (dn 0.82, d¢c 19.5 y dH
0.95, d¢c 17.3). La asignacion de sefiales en la region en 30 - 32 ppm para
RMN-13C y 2.0 - 2.4ppm para RMN-'H se dificulta al no tener plena certeza del
tipo de carbonos presentes (-CH y -CH2 segun el espectro ATP), ademas de
presentarse una superposicion espectral en esa zona y no tener claridad de la
multiplicidad en los protones, ni es posible establecer cierto tipo de conectividad
entre estos animoacidos hasta que se tenga una muestra suficientemente pura

y abundante para efectuarle méas estudios.
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Figura 24. Expansion de 0.5 a 5.5 ppm en RMN-'H (F2) y de 10 a 100 ppm en RMN-3C (F1) del
espectro HSQC (en acetona-ds-D20 10 %) de la FA 6-8, extracto etandlico de A. diversifolia.
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3.4 Conclusiones

Se evalud la capacidad antioxidante de los extractos mas polares de semillas
de A. diversifolia comparados con otras semillas del mismo género. Se
encontraron correlaciones positivas entre el contenido de fenoles totales y

contenido de proteinas totales con la capacidad antioxidante de los extractos.

Asi mismo se documenta el contenido de flavonoides totales no reportado aun

en semillas de A. diversifolia.

La mayoria de las fracciones agrupadas con presencia de ciclopéptidos
detectadas por CCD, mostraron una mayor actividad antioxidante que el

extracto crudo del que provenian.

Se logro identificar en una fraccién grupos funcionales pertenecientes a enlaces
peptidicos, a pesar de detectar una presencia notable de sacarosa en la
fraccion; esto es bastante légico debido al alto contenido de este disacéarido en
las fracciones mas polares de extractos de frutos como en nuestro caso. Los
grupos funcionales peptidicos (amido), se podrian relacionar con las

conformaciones estructurales de péptidos y/o ciclopéptidos.

La deteccidon de sacarosa en las fracciones con capacidad antioxidante podria
promover efectos sinérgicos responsables de esta propiedad. Por lo que, es
necesario realizar mas estudios encaminados al aislamiento y purificacion para
lograr una evaluacion directa de actividades biologicas de ciclopéptidos

obtenidos de Annona diversifolia.
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4. APENDICES

Figura A 1. Cromatofolios de las fracciones 1-10, obtenidas por CC del extracto Metanol de A.
diversifolia revelados con ninhidrina para la deteccion de péptidos. V: valina. P: 2,5-
piperazindiona.

Figura A 2. Cromatofolios de las fracciones 11-20, obtenidas por CC del extracto Metanol de A.
diversifolia revelados con ninhidrina para la deteccion de péptidos. V: valina. P: 2,5-
piperazindiona.
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Figura A 3. Cromatofolios de las fracciones 1-10, obtenidas por CC del extracto Etanol de A.
diversifolia revelados con ninhidrina para la deteccion de péptidos. V: valina. P: 2,5-
piperazindiona.

Figura A 4. Cromatofolios de las fracciones 11-20, obtenidas por CC del extracto Etanol de A.
diversifolia revelados con ninhidrina para la deteccion de péptidos. V: valina. P: 2,5-
piperazindiona.
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Figura A 5. Cromatofolios de las fracciones 1-10, obtenidas por CC del extracto

EtOH/H20/AcOH de A. diversifolia revelados con ninhidrina para la deteccion de péptidos. V:
valina. P: 2,5-piperazindiona.
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Figura A 6. Cromatofolios de las fracciones 11-20, obtenidas por CC del extracto
EtOH/H20/AcOH de A. diversifolia revelados con ninhidrina para la deteccién de péptidos. V:
valina. P: 2,5-piperazindiona.
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Figura A 7. Cromatofolios de las fracciones 1-10, obtenidas por CC del extracto Metanol de A.

diversifolia revelados con Clz/o-tolidina para el monitoreo de ciclopéptidos. V: valina. P: 2,5-
piperazindiona.

L )

11 12 13 414 15 16 17 118 ﬂ§ 20

A

P\v‘

Figura A 8. Cromatofolios de las fracciones 11-20, obtenidas por CC del extracto Metanol de A.
diversifolia revelados con Clz/o-tolidina para el monitoreo de ciclopéptidos. V: valina. P: 2,5-
piperazindiona.
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Figura A 9. Cromatofolios de las fracciones 1-10, obtenidas por CC del extracto Etanol de A.

diversifolia revelados con Clz/o-tolidina para el monitoreo de ciclopéptidos. V: valina. P: 2,5-
piperazindiona.
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Figura A 10. Cromatofolios de las fracciones 11-20, obtenidas por CC del extracto Etanol de A.
diversifolia revelados con Cl2/o-tolidina para el monitoreo de ciclopéptidos. V: valina. P: 2,5-
piperazindiona.
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Figura A 11. Cromatofolios de las fracciones 1-10, obtenidas por CC del extracto
EtOH/H20/AcOH de A. diversifolia revelados con Cl. /o-tolidina para el monitoreo de
ciclopéptidos. V: valina. P: 2,5-piperazindiona.
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Figura A 12.. Cromatofolios de las fracciones 11-20, obtenidas por CC del extracto
EtOH/H20/AcOH de A. diversifolia revelados con Cl. /o-tolidina para el monitoreo de
ciclopéptidos. V: valina. P: 2,5-piperazindiona.
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Cuadro A 1. Fracciones obtenidas de la separacion por CC del extracto

Metanol.
Disolvente/proporcion Prueba Prueba
Fraccion (()/p) P Peso (9) Quimica Quimica
0 (Ninhidrina)  (O-tolidina)
1 CH,Cl,(100) 0.0241 - -
2 CH,Cl, — MeOH(97 — 3) 0.0081 - -
3 CH,Cl, — MeOH(93 — 7) 0.0913 - -
4 CH,Cl, — MeOH(90 — 10) 0.0287 - -
5 CH,Cl, — MeOH(87 — 13) 0.0423 - -
6 CH,Cl, — MeOH(83 — 17) 0.0660 - +
7 CH,Cl, — MeOH(80 — 20) 0.1206 - +
8 CH,Cl, — MeOH(77 — 23) 0.3244 - +
9 CH,Cl, — MeOH(73 — 27) 0.4221 - +
10 CH,Cl, — MeOH(70 — 30) 0.5185 - +
11 CH,Cl, — MeOH(67 — 33) 0.3563 - +
12 CH,Cl, — MeOH(63 — 37) 0.1848 + +
13 CH,Cl, — MeOH(60 — 40) 0.2629 + +
14 CH,Cl, — MeOH(57 — 43) 0.2470 + +
15 CH,Cl, — MeOH(50 — 50) 0.2426 + +
16 CH,Cl, — MeOH(40 — 60) 0.2924 + +
17 CH,Cl, — MeOH(30 — 70) 0.2286 + +
18 CH,Cl, — MeOH(20 — 80) 0.0100 + +
19 CH,Cl, — MeOH(10 — 90) 0.0067 + +
20 MeOH(100) 0.1785 + +

Cuadro A 2. Fracciones obtenidas de la separacion por CC del extracto

Etanol.
Disolvente/proporcion Prueba Prueba
Fraccion (O/p) b Peso (9) Quimica Quimica
° (Ninhidrina)  (O-tolidina)
1 CH,Cl,(100) 0.0508 - -
2 CH,Cl, — MeOH(97 — 3) 0.0657 - -
3 CH,Cl, — MeOH(93 — 7) 0.2066 - -
4 CH,Cl, — MeOH(90 — 10) 0.0344 - -
5 CH,Cl, — MeOH(87 — 13) 0.0588 - -
6 CH,Cl, — MeOH(83 — 17) 0.1074 - +
7 CH,Cl, — MeOH(80 — 20) 0.1565 - +
8 CH,Cl, — MeOH(77 — 23) 0.2565 - +
9 CH,Cl, — MeOH(73 — 27) 0.3045 + +
10 CH,Cl, — MeOH(70 — 30) 0.2672 + +
11 CH,Cl, — MeOH(67 — 33) 0.2911 + +
12 CH,Cl, — MeOH(63 — 37) 0.3134 + +
13 CH,Cl, — MeOH(60 — 40) 0.4299 + +
14 CH,Cl, — MeOH(57 — 43) 0.3387 + -
15 CH,Cl, — MeOH(50 — 50) 0.1921 + -
16 CH,Cl, — MeOH(40 — 60) 0.1294 + +
17 CH,Cl, — MeOH(30 — 70) 0.1012 + +
18 CH,Cl, — MeOH(20 — 80) 0.0569 + +
19 CH,Cl, — MeOH(10 — 90) 0.0159 + +
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20

MeOH(100)

0.0307

Cuadro A 3. Cuadro A3. Fracciones obtenidas de la separaciéon por CC del
extracto Etanol/H20/AcOH.

Disolvente/proporcion Prueba Prueba
Fraccion (O/p) P Peso (9) Quimica Quimica
0 (Ninhidrina) (O-tolidina)
1 CH,Cl,(100) 0.0123 - -
2 CH,Cl, — MeOH(97 — 3) 0.0150 - -
3 CH,Cl, — MeOH(93 — 7) 0.0349 - -
4 CH,Cl, — MeOH(90 — 10) 0.0250 - -
5 CH,Cl, — MeOH(87 — 13) 0.3606 - +
6 CH,Cl, — MeOH(83 — 17) 0.4367 - +
7 CH,Cl, — MeOH(80 — 20) 0.2069 - +
8 CH,Cl, — MeOH(77 — 23) 0.4751 - +
9 CH,Cl, — MeOH(73 — 27) 0.5912 - +
10 CH,Cl, — MeOH(70 — 30) 0.6391 + +
11 CH,Cl, — MeOH(67 — 33) 0.6630 - +
12 CH,Cl, — MeOH(63 — 37) 0.5985 + +
13 CH,Cl, — MeOH(60 — 40) 0.5743 + +
14 CH,Cl, — MeOH(57 — 43) 0.4018 + +
15 CH,Cl, — MeOH(50 — 50) 0.3676 + +
16 CH,Cl, — MeOH(40 — 60) 0.4148 + +
17 CH,Cl, — MeOH(30 — 70) 0.3151 + +
18 CH,Cl, — MeOH(20 — 80) 0.1545 + +
19 CH,Cl, — MeOH(10 — 90) 0.1474 - +
20 MeOH(100) 0.0332 — +
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