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Resumen
En el presente trabajo se aislaron los bioactivos responsables del efecto

antioxidante y antiglicacion a partir de las hojas de Origanum majorana, asi como
se determin0 su estructura mediante el uso de la espectrometria. A partir de una
extraccion con metanol de las hojas secas de Origanum majorana se obtuvo un
extracto verdoso al cual se le realizo un biofraccionamiento usando técnicas de
cromatografia en placa fina y columna a todas las fracciones obtenidas se les
realizaron pruebas de actividad antioxidante y antiglicacion in vitro de esta manera
se descartaron las fracciones que mostraron menor actividad. Se estim6 el
porcentaje de la inhibicion de productos finales de glicacion avanzada (AGES) in
vitro utilizando el método de albumina-glucosa obteniendo que todas las
fracciones inhiben la formacién de AGEs, siendo la de mayor porciento la fraccién
Me53153131 con un 79.75 % de inhibicion. Se determind la actividad antioxidante
in vitro sobre el radical DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidracilo), siendo la fraccién
Me863234 la de mayor porciento de actividad. A los compuestos puros se les
realizaron analisis espectrofotométrico, tales como el espectro de infrarrojo,
masas y resonancia magnética nuclear de 'H y °C, logrando identificar cinco
diferentes triterpenos; 28-norlup-20(29)-ene-33, 17 B-diol,(1), 3B,6B,7B-trihidroxy-
20(29)lupene (2), acido ursélico (3), lupeol (4), y 23-carboximetil,33,15a,213,28-
tetrahidroxiursa-12-ene (5) los cuales en el sistema BSA-glucosa tuvieron valores
de inhibicion de AGEs de 73.69 %, 69.31 %, 69.19 %, 63.02 %, 46.42 %,
respectivamente y mediante el ensayo de DPPH se obtuvieron valores de
inhibicion antioxidante de 92.45 %, 93.13 %, 92.71 %, 89.07 % y 92.20%
respectivamente. En base a todo lo anterior las hojas de Origanum majorana
puede ser una opcion para el tratamiento de diversos problemas de salud tales

como la diabetes mellitus.

16



Introduccién
El ndmero creciente de personas con obesidad y con ello la aparicion de

diabéticos tipo 2 debido a los diferentes estilos de vida qué ha impactado en la
salud social y economica del pais, ya que durante el desarrollo de la enfermedad
se generan problemas relacionadas a la alta concentracion de glucosa en sangre
(Almaguer, et.al., 2012). Los estudios revelan que algunas de las complicaciones
son debido a la glicacion de proteinas y al estrés oxidativo. Algunos tratamientos
para la diabetes estdn basados en medicamentos como la metformina
(Beisswenger, et al., 1999), que ayuda a disminuir el nivel de glucosa, estos
tratamientos estdn acompafados por una dieta balanceada y ejercicio fisico. Se
ha demostrado que ciertos alimentos y productos naturales poseen compuestos
que ayudan a controlar la diabetes (Instituto Mexicano del segura Social IMSS,
2012).

La medicina natural se ha usado durante miles de afos las infusiones de plantas y
semillas, se han utilizado para aliviar dolores y enfermedades incluyendo
recientemente la diabetes, entre ellas encontramos la mejorana ésta ha sido
empleada en enfermedades, estomacales, respiratorias y nerviosas, entre otras
aplicaciones (Universidad Autonoma de México, 2009), por ello se decidid estudiar
si la mejorana, para determinar si es que posee caracteristicas antioxidantes y
antiglicacion. Los productos de glicacion avanzada (AGE) y el estrés oxidativo
propician al desarrollo de enfermedades cronicas-degenerativas, por ello se
requieren de productos que los inhiban, en una persona sana estos se generan y
se acumulan con la edad, pero las personas diabéticas maximizan su aparicion

(Instituto Mexicano del segura Social IMSS, 2012).

17



Justificacion

Actualmente el creciente numero de personas con diabéticos Tipo 1 y 2 un
problema que afecta a todo el mundo, se trata de una enfermedad que se
presenta principalmente por obesidad. El tratamiento médico incluye cambios en el
estilo de vida y el uso de farmacos costosos obtenidos a través de procesos
qguimicos, los cuales tienen efectos secundarios o toxicos; por ello los pacientes
han recurrido al uso de medicina natural o alternativa para el tratamiento o

prevencion de enfermedades.

La diabetes tiene como complicaciones enfermedades cronico degenerativas de
las que se ha demostrado son causadas por el estrés oxidativo y la glicacion de
proteinas, entre otros factores, por ello se ha decidido estudiar las propiedades
antioxidantes y antiglicaciéon del Origanum majorana, a partir de un extracto de

hexano, metanol y cloroformo, mediante pruebas in vitro.

Objetivo general
Obtener y cuantificar la actividad antioxidante y antiglicacion (anti-AGE), para

ayudar al tratamiento de la diabetes a partir de la Origanum majorana.

Objetivo especifico

e Aislar los componentes con propiedades antioxidante y anti AGEs de las
hojas de Origanum majorana.

e Purificar los bioactivos usando técnicas de cromatografia.

e Determinar la estructura de los compuestos aislados mediante el uso de
espectrofotometria de infrarrojo, espectrometria de masas y resonancia

magneética nuclear.

18



CAPITULO 1. Antecedentes
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1.1 Diabetes

La Diabetes Mellitus (DM) es una enfermedad endocrino-metabdlica caracterizada
por elevados niveles de glucosa en sangre y orina, generados por la deficiencia en
la secrecion o la accién de la insulina causando la hiperglucemia. Uno de los
factores de riesgo es la obesidad, asi como el consumo de azucares simples y el
sedentarismo (Almaguer, et al., 2012).

La DM se encuentra entre una de las primeras causas de muerte en México, ya
que afecta a un elevado porcentaje de nuestra poblacion, principalmente aquellos
gue se encuentran en la etapa productiva. Por ello las instituciones de salud a
nivel mundial y nacional, se ven preocupados por el crecimiento de la enfermedad,
ya que causa pérdidas econdmicas por las consecuentes manifestaciones clinicas
que se presentan durante la enfermedades entre las que se encuentran: pérdida
de visibn (que pueden llegar a la ceguera), afectacién renal que precise de
hemodidlisis y con el tiempo trasplante renal, enfermedades en el sistema
nervioso (neuropatia), enfermedades del corazén, entre otras, todo esto debido al
mal control de la DM (Federacion Mexicana de Diabetes, A. C., 2003-2015)
(Daroux, et al., 2010)

1.1.1 Estadistica de diabetes

La diabetes se ha convertido en un reto de salud global, la Organizacion Mundial
de Salud (OMS) indica que en 1995 habia en el mundo 30 millones de personas
con diabetes, algunos estudios arrojaron que 347 millones de personas viven con
diabetes. Se ha estimado que la esperanza de vida de individuos con diabetes
disminuye entre 5 y 10 afios. La DM y sus principales factores de riesgo se han
convertido en una emergencia de salud publica ya que es una enfermedad
cronica-degenerativa que requiere de atencion prolongada. En el comienzo de la
enfermedad no causa ningun sintoma, por lo que se detecta cuando ésta ha

empezado a causar estragos en la salud (Haffner, et al., 1990).
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En los ultimos 10 afios en México se ha incrementado el nUmero de personas que
padecen diabetes. Los datos de la ENSANUT 2012 (Encuesta Nacional de Salud y
Nutricién), identifican a 6.4 millones de adultos mexicanos con diabetes, es decir
9.2% de ellos en México han sido diagnosticados con la enfermedad, a pesar de
esto se estima que el total de personas con diabetes puede ser mayor, de acuerdo
al escaso habito de revision médica de la poblacién en el pais (Federacién
Mexicana de Diabetes, A. C., 2003-2015) (Instituto Mexicano del segura Social
IMSS, 2012).

Entre otros datos estadisticos se informa:

4 de cada 5 personas con diabetes viven en paises de ingresos bajos y

medios.

e La mitad de los fallecimientos atribuibles a la diabetes ocurre en personas
con menos de 60 afos.

e En México representa un gasto de 3,430 millones de dolares al afio en su
atencion y complicaciones.

e La diabetes Tipo 2 representa el 90% de los casos, debido a un peso

corporal excesivo e inactividad fisica.

1.1.2 Patologia de la Diabetes Mellitus

La DM se manifiesta a través de un conjunto de anormalidades bioquimicas,
fisiologicas y anatdmicas que se generan en los islotes de Langerhans del
pancreas, en estos islotes se sintetiza y segrega la insulina, misma que controla
los niveles de glucosa en la sangre; es una enfermedad endocrino-metabdlica que
se genera por un déficit en la secrecidon de insulina de las células Beta del
pancreas (Kaneto, et al., 1999), lo que altera la homeostasis de la glucosa
secundaria; se caracteriza por elevados niveles de glucosa en sangre o
hiperglucemia. Cabe hacer mencion que la insulina es una hormona que le ayuda
al cuerpo a usar la glucosa como energia. (American Diabetes Association, 1995-
2015)
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1.1.3 Clasificacion de la Diabetes Mellitus
Segun la Asociacion Americana de Diabetes (ADA) clasifica la Diabetes Mellitus
en:

e Diabetes Mellitus insulinodependiente (DMID) Tipo 1.

e Diabetes Mellitus no insulinodependiente (DMNID) Tipo 2.

e Diabetes Mellitus asociada a otros procesos.

e Diabetes Mellitus gestacional.

1.1.3.1 Diabetes Mellitus insulinodependiente (DMNID) Tipo1l

La DMID es una enfermedad autoinmune que se caracteriza y manifiesta cuando
el sistema metabdlico ataca a las células beta del pancreas, ésta ocasiona que el
pancreas produzca poca insulina o deje de producirla. Se diagnostica en nifios y
adultos jévenes, para su control se requiere tratamiento con insulina, de lo

contrario, se corre el riesgo de caer en coma diabético (Garvey, et al., 1985).

1.1.3.2 Diabetes Mellitus no insulinodependiente (DMNID) Tipo 2

La mayoria de las personas diagnosticadas presentan este tipo de diabetes, en
ella se sigue produciendo insulina, pero el cuerpo no es capaz de utilizarla, se
denomina como resistencia a la insulina: por lo general este tipo de diabetes se
desarrolla con el tiempo. La mayoria de las personas diagnosticadas tienen
sobrepeso, el aumento de la grasa le dificulta al cuerpo el uso de la insulina de
manera correcta. Se puede presentar también en personas delgadas y es mas
comun en los ancianos (Biblioteca Nacional de Medicina de los EE. UU., 2013)

(Instituto Mexicano del segura Social IMSS, 2012).

1.1.3.3 Diabetes Mellitus gestacional
Se caracteriza por el incremento de los niveles de glucosa en la sangre en
mujeres durante el embarazo. Normalmente desaparece después del parto pero

puede persistir diagnosticandose como DMNID.

1.1.3.3 Diabetes asociad a otros procesos

o Defectos genéticos en la funcion de las células beta.
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e Patologia pancreatica como: pancreatitis aguda y crénica, hemocromatosis,
etc.

e Endocrinopatias.

e Farmacos o toxicos que pueden producir sintomas secundario diabetes si
no se controlan correctamente, entre ellos: corticoides, interferén alfa, etc.

e Agentes infecciosos.

e Y algunas enfermedades como el Sindrome de Down.

1.1.4 Complicaciones de la Diabetes Mellitus.
Las complicaciones se pueden clasificar entre agudas y crénicas (Singh, et al.,
2013).

Complicaciones agudas:
e Hiperglucemia severa.
e Cetoacidosis.
e Coma hiperosmolar

e Vision borrosa.

Complicaciones crénicas:
¢ Retinopatia diabética.
e Padecimientos cardiovasculares, como ataques al corazén o accidentes
cerebro vascular.
e Enfermedad isquémica del miocardio.
¢ Neuropatia periférica.
e Microangiopatias.

e Pie diabético.

1.2 Hiperglucemia
La hiperglucemia se caracteriza por el alto nivel de azucar en la sangre. El alto
nivel de glucemia aparece cuando el organismo no cuenta con la suficiente

cantidad de insulina o cuando la cantidad de insulina es muy escasa. La
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hiperglucemia también se presenta cuando el organismo no puede utilizar la

insulina adecuada. (Campuzano-Maya & Latorre-Sierra., 2010) (Cuestas, 2001)

Entre las causas de hiperglucemia se encuentran:
e Diabetes tipo 1, si no se ha inyectado la cantidad suficiente de insulina.
e Diabetes tipo 2, el organismo cuenta con la cantidad suficiente de insulina,
pero no es tan eficaz como deberia serlo.

e Comer mas de lo planeado o no realizar actividad fisica.

1.3 Glicacion de las proteinas (AGE)
Los productos finales de la glicacion avanzada o AGE son complejos grupos de
compuestos, se forman cuando se reducen los grupos carbonilos y azucares, a

partir de una reaccion no enzimética con los grupos amino libres.

La formacion de AGE’s se produce de manera espontanea en los tejidos humanos
y en la circulacion como parte del metabolismo normal, se acumulan durante el
resto de la vida hasta el envejecimiento (Chiarelli, et al., 1999) (Gul, et al., 2009).
El proceso de formacién de AGE se acelera en condiciones de hiperglucemia
(Gugliucci., 2000), por lo que se encuentra relacionado a enfermedades de la DM
como aterosclerosis, insuficiencia renal crénica, la enfermedad de Alzheimer
(Miranda & Outeiro, 2010), envejecimiento prematuro, entre otras enfermedades
cronicas. Algunos estudios han revelado que los AGE’s causan una serie de
efectos adversos a nivel celular y de tejidos entre los que incluye la reduccion de
las actividades enzimaticas, la degradacién de proteinas asi como dafios a los
acidos nucleicos (Jakus & Rietbrock., 2004) (Kasper & Funk, 2001) (Laakso,
1999).

A principios de 1908, algunos estudios destacaron la reaccion entre azucares y
grupos amino proteinico fue sefialada por Ling y Malting (Ling & Malting., 1908) en
1908, siendo esta el responsable del cambio de color durante la coccion de los

alimentos, en 1912 el quimico L. Millard (Maillard., 1912) analiz6 la reaccion de
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diferentes aminoacidos con la glucosa confirmando la hipétesis de Ling y Maltin.
En 1929, Amadori (Amadori., 1929), identifica un compuesto altamente estable
como una Base de Schiff (BS), compuesto formado durante la incubacion de la
glucosa con aminas aromaticas. Kuhn y Weygand (Kuhn & Weygand., 1937) en
1937 caracterizando dicho compuesto revelo que era la 1-amino-1-desoxi-2-cetosa
o producto de Amadori (AP) ya que la hidrélisis acida no correspondia a la de una
BS. Hodge (Hodge., 1953) en 1953 describié la reaccion de Maillard la cual inicia
con la formacion de una BS, y mediante la trasposiciéon de Amadori generar un AP,
con el tiempo se degrada dando lugar a los productos finales de la reaccion de
Maillard.

En 1968, Rhbar (Rahbar, 1968) descubre una variante de la hemoglobina al
estudiar a las personas con DM. Se demostré que dicha variante se debia a la
formacién de APs. Sobre los residuos Lys de hemoglobina, conocida actualmente
como hemoglobina glicada (HbAlc), la cual llevé a cuestionarse sobre la
fisiopatologia de la reaccion de Maillard in vivo, proceso conocido actualmente

como glicacion proteica (GP) o AGE.

La formacién de AGE puede ocurrir a través de tres mecanismos bioquimicos: la
glicacion, la via de los polioles y glucoxidacion. La glicacion o reaccién de Maillard
€S un proceso no enzimatico que consiste en la reaccién de condensacion del
grupo carbonilo de aldehidos del azucar, con el extremo N-terminal o amino libre
de la proteina. La formacién de productos de Maillard comienza con la reaccion
de los grupos amino de las proteinas, particular mente los grupos amino de la
cadena lateral de lisina, arginina e histidina, con carbohidratos reductores que
incluyen a la glucosa, fructosa, triosa y sus correspondientes derivados
fosforilados. Que en el caso de la glucosa conduce en horas a la formacion
reversible de una base de Schiff (BS) (reaccién entre el grupo amino de la lisina y
el carbonilo de la glucosa). Esta base de Schiff se trasforma en un compuesto mas
estable, una cetoamina o fructosamina conocida como producto de Amadori (AP),

lo que ocurre en dias. Después, a través de subsecuentes re arreglos
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moleculares, que incluyen reacciones de deshidratacion, condensacion, oxidacion
y ciclacion; procesos que llevan semanas o meses, se forma un grupo
heterogéneo de productos fluorescentes y café obscuro, llamados productos
finales de glicacion avanzada (AGEs) un compuesto estable, virtualmente
irreversible, la modificacion sélo desaparece con la proteina (Palace & Vlassara,
2002) (N.Ahmed & Thornally., 2007) (Monner, et al., 2005).

La via de los polioles, es enzimatica la glucosa se transforma por aldosa reductosa
o sorbitol (presente en tejidos como los nervios, retina, paredes vasculares y
glomérulo) que utiliza sustratos como la glucosa o galactosa, en productos
intermediarios que después de la uniéon a una proteina, se convierte en un AGE
(Ramasamy, et al., 2011) (Estelrich, 2008).

La via de glucoxidacion se basa en el estrés oxidativo, por la oxidacion de la
glucosa que conduce a la formacion de glioxal, metilglioxal y 3-desoxiglucosona.
Estos azlcares oxidados son extremadamente inestables y pueden reaccionar

rapidamente con diferentes proteinas para formar AGE (Lo, et al., 1994).
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1.4 Antioxidantes

Los antioxidantes son moléculas que actian antes o durante la reaccién de la
cadena de los radicales libres (03, HO, RO, NO, etc.) (Rufino, et al., 2009)
inhibiendo en cualquiera de sus etapas; iniciacién, propagacion, terminacion,
descomposicion o en subsecuente oxidacion de los productos (Cardoso, et al.,
2005). Por otro lado, encontramos a los prooxidantes los cuales son altamente
reactivos con los radicales libres 0 a especies reactivas de oxigeno, presentes
dentro del sistema bioldgicos, los encontramos tanto en los alimentos como en los

sistemas biolégicos (Baynes, 1991).

El proceso de auto-oxidacion en los sistemas vivos se lleva a cabo en las
moléculas bioldgicas claves produciendo muchas enfermedades degenerativas.
Un desequilibrio entre prooxidantes y antioxidantes en el organismo genera estrés
oxidativo, con el cual se desarrollan enfermedades cronicas como diabetes,
arteriosclerosis, algunas formas de anemia, cancer, artritis reumatoide entre otras
(Tapia, et al.,, 2004). Las protecciones causadas por los antioxidantes son

biosintetizados por el organismo o bien por ingestidn:

Bio-sintetizados

e Antioxidantes enzimaticos, como superoxido dismutasa, catalasa,
tioredoxina-reductasa, sulfoxi-metionina-reductasa, etc.
e Antioxidantes no-enziméticos, como glutatién, acido Urico, acido dihidro-

lipéico, metalotioneina, ubiquinol, etc.

Ingeridos

Vitaminas-antioxidantes, como acido ascorbico, alfa-tocoferol y beta-caroteno (o
pro-vitamina A), carotenides (luteina, zaxantina y licopeno), flavonoides, etc. El
interés por los antioxidantes naturales ha aumentado en los uUltimos afios ya que
ofrecen mayor seguridad durante su consumo, existe una variedad de agentes

fitoquimicos con una eficiencia antioxidante elevada y el consumo de ciertos
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agentes fitoquimicos pueden afectar de manera positiva la patologia de
enfermedades cronicas asi como el proceso de envejecimiento, siendo mas

seguros que los compuestos sintéticos (Dorman, et al., 2003) (David, et al., 2004).
1.5 Origanum Majorana

1.5.1 Clasificacion TaxonGmica

Nombre comun: mejorana, mayorana, orégano mayor, almoradijo, amarasco.
Reino: Plantae

Familia: Labiate; lamiaceae

Género: Organum

Phylum: Euphyta

Divisidén: Angiospermae

Clase: Dicotyledones

Orden: Tubiflorae

(Ramiro Fonnegra & Silvia Luz Jiménez, 2007).

1.5.2 Identificacién y descripcién

Es una hierba de 30 a 60 cm de altura. Las hojas son un poco alargadas y tienen
la punta cubierta de una fina vellosidad su tamafio es de 5 a 25 mm de largo por 7
mm de ancho. Con las flores en colores rosa o morado palido y estan agrupadas
en espigas. Originaria de Europa, norte de Africa y suroeste de Asia, habita en
climas célidos, semiseco y templado entre los 420 a los 2300 msnm (metros sobre
el nivel del mar) sensible a las heladas y a la sequia, su recoleccion se realiza en
verano. Planta cultivada en huertos familiares, asociada a terrenos de cultivo,
bosque tropical perennifolio, matorral xerdéfilo y pastizal. Despide un fuerte y
agradable olor, célido y amargo, que recuerda al aroma citrico y al pino (Basurto,
1982).
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Figura 1.2 Origanum majorana

1.5.3 Quimica.

Las partes aéreas de Origanum majorana esta constituido del aceite esencial por
los monoterpenos car-3-ene, caran-trans-4-ol, carvacrol, carvona, 1-8-cineol, para-
cimeno y para-cimenol, beta-farneseno, geraniol, su acetato, menta-1-3-dieno, cis
y trans-mentenol, cis-trans-l-etoxi-2-para-menteno, mentol, mirceno, acetato de
nerol, alfa- y beta-pineno, cis y tras-piperitol, sabieneno, terpinen-4-okm su
acetato, alfa y gama-terpineno, alfa-terpineol, terpinoleno, acetato de alfa-terpinil y
cis y trans-4-epoxi-tujano; los sequiterpenos cariofileno, aromandreno,
bicilogermacreno, alfa y gama-elemeno, alfa-copaeno, alfa-humuleno, eldeno y
cariofileno; y el lignano anetol otros componentes de las partes aéreas incluyen los
favonoides cosmosiin, diosmetin, glucésido de luteolin, rutin, vitexin y orientin; los
compuestos fenilicos arbutin, el derivado metilado, hidroquinona y el éter
monometilico y el lignano acido rosmarinico Las hojas contienen los glucésidos de
los acidos hidroxibenzoico, salicilico, siringico y vainillico, y los acidos cafeico y
cumarico. Del polen se han obtenido los flavonoides cosmosin y glucurénidos de
diosmetin (Lukovnikova, 1965) (Mossa, et al., 1984) (Taskinen, 1975).
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1.5.4 Farmacologia

Un extracto acuoso de partes aéreas presentd actividad antiviral frente a los virus
de la enfermedad de New Castle, y el virus Herpes simplex (Hermann & Kucera,
1967)

La evaluacion de la actividad antibiotica del aceite esencial, mostr6 actividad
antibacteriana y antifungica. Las especies bacterianas que respondieron
positivamente fueron Pseudomonas aeruginosa, Staphylocuccus aureus, Bacillus
cereus y Escherichia coli. Varias especies de hongos fitopatdgenos tuvieron
respuesta antifingica positiva con el aceite esencia. (Conner & Beuchat, 1984). El
aceite esencial también ha mostrado actividad depresora del sistema nervioso
central en modelos experimentales con ratones tratados por la via intraperitoneal,
y con peces dorados por via externa (El-Keltawi, et al., 1980). Un extracto acuoso
preparado con inflorescencias terminales present6 una débil actividad antagonista
de la anafilaxis por medio de una sustancia de reaccion lenta (Singh, et al., 2013).

Un extracto obtenido con éter de petroleo preparado con hojas mostré fuerte
actividad antioxidante a la concentraciéon de 0.1%, al igual que un extracto
metanolico de hojas evaluado a una concentracion de 0.2%. (Mufioz, et al., 2001).
El extracto acuoso preparado a partir de una muestra comercial de las partes
aéreas, mostré actividad antimutagénica a la concentracién de 50 mg, frente a la
cepa TA98 de Salmonella typhimurium sometida a tratamiento mutagénico con
TRP-P-2. (Racz, et al., 1978)

1.5.5 Siembra y aprovechamiento

La temperatura ideal para el desarrollo de la planta esta entre 15 y 20 °C. La
mejorana debe permanecer en lugar soleado. Para la siembra, se ponen las
semillas en la superficie del abono. Para que germine, el suelo debe estar
hiamedo, no mojado. Cuando las plantas muestran buena estabilidad se
trasplantan a botes. Pasan por un proceso de aclimatacion de diez a 15 dias antes

de trasplantarse a la zona de cultivo definitiva.

31



En la cosecha se aprovecha las hojas y los extremos floridos. Las hojas se
desecan y las puntas con flores se reinen en pequefios manojos que se cuelgan
en lugares aireados, a la sombra. Las hojas se conservan en sacos de tela o

papel; las flores en recipientes de vidrio o porcelana (Angeles, et al., 2005).

Distribucion
No. de especies
—0-12
610

46
— D 4
0-2

Figura 1.3 Mapa de distribucion de especies de Origanum majorana con base en la informacion del
herbario virtual de la Comisidon Nacional para el Conocimiento y uso de la Biodiversidad (CONABIO)

1.6 Extraccién solido liguido
La extraccion sélido liquido es una operacion béasica en la cual se separan uno o
varios compuestos solubles contenidos en un sélido inerte mediante el uso de un

disolvente adecuado.

1.6.1 Cromatografia
Se utiliza para la separaciéon de los compuestos que forman una mezcla
permitiendo que la mezcla entre en contacto con dos fases una se denomina fase

estacionaria y la otra fase movil.
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El fenbmeno de la cromatografia se lleva a cabo cuando la mezcla a separar se
deposita segun sus componentes sobre la fase estacionaria, mientras la fase
movil desplaza los componentes de la mezcla ya que estos pueden fijarse a la
fase estacionaria fuertemente haciendo que la velocidad de desplazamiento sea
lenta o por el contrario el componente no tenga una mayor retencion y su
velocidad sea mayor, como consecuencia de la distinta movilidad, los
componentes de la muestra se separan en bandas o zonas que pueden analizarse

cualitativa y/o cuantitativamente.

Existen diferentes tipos de cromatografias que dependen de la naturaleza de sus
fases para este trabajo solo se mencionara una o dos de sus variantes (Harris,
2001) (Daniel & Carl, 2003).

1.6.2 Cromatografia liquido-sélido

La fase estacionaria esta constituida por un solido polar poroso y que esta
finamente granulado al disminuir el tamafio de las particulas, el nimero de centros
activos por unidad es mayor. La fase movil esta constituida por la mezcla eluida
con un disolvente o mezcla de disolventes los cuales deben ser mezclados segun
su polaridad (Daniel & Carl, 2003).

1.6.3 Cromatografia en placa fina.
Se basa en la cromatografia solido-liquido en el cual se vera el recorrido de la fase
movil en una pequefia placa la cual puede ser de vidrio, aluminio u otros soporte

que contendra la fase estacionaria.

La elucion de cualquier tipo de cromatografia se pueden emplear los siguientes
disolventes o mezclas de ellos, metanol, hexano, cloroformo, éter etilico, éter de
petréleo, etanol, butanol, tetracloruro, vasos de precipitados, capilares, vidrio reloj,
placa de aluminio con gel de silice, cAmara con vapor de yodo, lampara de luz

ultravioleta. (Harris, 2001)
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1.7 Determinacion de la estructura

1.7.1 Métodos espectroscoépicos.

Uno de los estudios de los cuales se encarga la Quimica Orgénica es de la
determinacion de las estructura de los compuestos Organicos. Al aislar y purificar
un compuesto a partir de un producto natural que debe caracterizar su estructura
(Palop, 2006).

Hoy en dia se cuentan con instrumentos que hacen la determinacion de una
estructura de una manera mas rapida como es la espectroscopia ademas que de
esta manera no se destruye las muestras, en caso de la espectrofotometria de

masas se destruyen las muestras siendo éstas pequefas cantidades de 2 a 3 mg.

La espectroscopia de absorcidon se basa en la medida de absorcion de luz por un

compuesto en funcién de su longitud de onda (Ramirez, et al., s.f.) (L.G., 20011).

1.7.2 Espectroscopia infrarroja

La region infrarroja se encuentra a longitudes de onda entre 8 x 10° cmy 1 x 10
cm. En espectroscopia se pueden identificar los diferentes grupos funcionales,
debido a las vibraciones de los enlaces ya que cada uno vibra a diferentes
frecuencias, por ejemplo los alcoholes OH absorben fuertemente de 3200 a 3600
cm™, el grupo ceténico C=0, a 1710 cm™, de esta forma se grafican y se pueden
observar los grupos existentes en la muestra. Las vibraciones producidas por los
grupos funcionales estan caracterizadas por ser de estiramiento, flexiébn o
deformacion las cuales dependen del tipo de enlace, las vibraciones de cada
compuestos son diferentes a menos de que sean el mismo y contengan las
mismas vibraciones en la frecuencia denominada como huella dactilar en la region

600 a 1400 cm™, siendo la regién que contiene el mayor nimero de vibraciones.
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de los atomos los atomos

Vibracion atomica

Figura 1.4 Vibracién molecular, cuando el enlace entre atomos se alarga o
se comprimi, y a continuacion se deja en libertad, la molecula vibra.

Las frecuencias de las vibraciones dependen de las masas, los atomos y de la
conectividad de los enlaces, a partir de estas vibraciones se registran los
espectros de infrarrojo. No todas las vibraciones se registran en el IR (infrarrojo)
solo aquellas que cuentan con momento dipolar. La clave para que exista un
momento dipolar permanente son las vibraciones de las moléculas que el punto de

vibracion no sea simétrico (Dyer, 1965) (Daniel & Carl, 2003).

1.7.3 Espectrometria de masas.

Con la espectrometria de masas, se proporciona la masa molecular e informacién
sobre la férmula molecular. En el espectrémetro se bombardean las moléculas con
un haz de electrones (u otras particulas) de alta energia, lo cual las ioniza y rompe
en muchos fragmentos, algunos de los cuales son iones positivos, la carga es 1*
para la mayoria de los iones, por lo que m/z (relacibn masa/carga) simplemente
representa las masas de los fragmentos y esta informacion se utiliza para

reconstruir la molécula.

Los espectros de masas son empleados de dos maneras generales: para

comprobar la identidad de dos compuestos, y ayudar a establecer la estructura de
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una substancia nueva. Al hacer incidir un electrén con una energia de 70 eV , éste
tiene mucha mas energia que la necesaria para ionizar una molécula. El impacto
forma un catidn-radical y rompe un enlace para dar lugar a dos especies: un
radical y un cation del cual solo el catién sera observado en el espectro de masas.
La ruptura de enlaces tiende a formar los fragmentos mas estables los cuales se
forman de diferente manera dependiendo de la estructura de la molécula (L.G.,
20011) (Daniel & Carl, 2003).

e+ M: -» 27 + [M]*

1.7.4 Espectroscopia de resonancia Magnética Nuclear

Tal como los electrones, se considera que ciertos atomos tienen nucleos con
espin nuclear. El giro de estas particulas cargadas la circulacion de carga-genera
un momento magnético a lo largo del eje de giro, de modo que estos ndcleos

actuan como imanes de barra minudsculos.

Un nucleo esta en resonancia cuando es irradiado con fotones de radiofrecuencia
que tienen la misma energia que la diferencia de energia que hay entre los
estados de espin, de acuerdo a la mecénica cuantica se requiere que el momento
magnético se alinee, bien en el mismo sentido o en el sentido contrario de campo
magnético. Al estado de energia mas bajo con el proton alineado con el campo se
le conoce como estadlo de espin alfa y al estado de energia mas alto con el proton
alineado en contra del campo magnético externo se le conoce como estado de
espin beta (Daniel & Carl, 2003) (Morrison & Boyd, 1976).
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Figura 1.5 Orientaciones del espin nuclear, en ausenciay presencia de un campo magnético.

Cuando un nucleo estad sometido a la combinacion correcta de campo magnético y
radiacion electromagnética para producir el cambio en el espin, se dice que esta
en resonancia y la energia que emite es detectada por el espectrometro de
resonancia magnética nuclear (RMN) (Morrison & Boyd, 1976).

1.8 MALDI-TOF MS

MALDI-TOF MS es una técnica de ionizacion suave utilizada en espectrometria de
masas para el analisis de biomoléculas. La técnica persigue la obtencién de un
perfil proteico caracteristico. Para ello, una pequefia cantidad de biomasa del
extractd proteico, se deposita sobre una placa de acero y se recubre con una
matriz. La matriz suele estar disuelta en una mezcla de disolventes que son una
combinacion de agua, etanol, metanol, acetonitrilo y acido fuerte. Los disolventes
de la matriz penetran en la pared celular permitiendo que las proteinas sean
accesibles al analisis. Cuando los disolventes se evaporan de la suspension
celular, la matriz comienza a formar cristales, y también co-cristalizan las
moléculas proteicas y otros componentes celulares que quedan incrustados en
ella. Las matrices mas comunmente utilizadas son: a-ciano (acido a-ciano-4-
hidroxicinamico), DHB (acido 2,5-dihidroxibenzoico), acido sinapico (acido 3,5-
dimetoxi-4-hidroxicinamico) y acido ferdlico (FerA, acido (E)-3-(4-hidroxi-3-
metoxifenil) propil-2-enoico) (Welter y Morre, 2011). Una vez que ha tenido lugar la
co-cristalizaciéon de la muestra con la matriz, la placa se introduce en un

espectrometro de masas, y la placa es irradiada con un laser UV (usualmente un
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laser de N, 337 nm) lo que produce la ionizacion de la matriz cristalizada (M), y
ésta a su vez genera la ionizacién de la molécula péptica (P) de la muestra por la
cesion de protones.

MH* +P —> M + PH*

Las moléculas peptidicas ionizadas migran a través de una region que posee un
campo eléctrico constante, de manera que llegan al detector con un tiempo de
vuelo que depende de su masa molecular y de su carga (m/z), y el detector
interpreta la sefial en forma de espectro. Una de las ventajas de esta técnica es
que el perfil proteico obtenido no se ve afectado por las condiciones de cultivo de
la cepa (medio, temperatura, tipo de atmésfera, y tiempo de incubacion), ni por la
fase de crecimiento en la que es recogida la biomasa. La comparacion de los
espectros de masas puede estar basada en diferentes criterios, por ejemplo,
puede utilizarse como Unico parametro la presencia/ausencia de picos del
espectro o puede tenerse en cuenta también la altura de los picos (Garrigues,
2013) (Bruice, 2008).

1.8 Formulas estructurales

Los quimicos organicos utilizan varias clases de férmulas para representar los
compuestos organicos. Algunas de estas formulas incluyen una notacién
especifica que requiere una explicacion. Las formulas estructurales indican qué

atomos estan enlazados a otros.

1.8.1Formulas lineoangulares

Otra forma de representar las estructuras organicas es la férmula lineoangular,
algunas veces llamada estructura esquelética. En una formula lineoangular los
enlaces estan representados por lineas y los a&tomos de carbono vienen dados por
los veértices o puntos de encuentro de dos lineas o el punto del principio o final de
la linea en el caso de los extremos. Los a&tomos de nitrégeno, de oxigeno y los
halégenos se escriben con su simbolo, pero los &tomos de hidrogeno

frecuentemente no se simbolizan a no ser que vayan unidos a elementos que se
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han simbolizado. Se supone que cada atomo de carbono tiene los suficientes
atomos de hidrégeno para que el total de sus enlaces sea cuatro (Bruice, 2008)
(Wade Jr., 20011).

1.8.2 Estereoquimica

La estereoquimica es el estudio de las moléculas en tres dimensiones. Nadie
puede entender la quimica organica, la bioquimica o la biologia sin hacer uso de la
estereoquimica. Los sistemas biolégicos son muy selectivos y a menudo

discriminan moléculas con diferencias estereoquimicas muy pequefias.

La isomeria es una propiedad de los compuestos quimicos con igual formula
molecular y de iguales proporciones relativas de los atomos que conforman su
molécula, pero presentan estructuras quimicas distintas, y por ende, diferentes
propiedades. Los isdbmeros constitucionales difieren en su secuencia de enlaces
ya que sus atomos estan conectados de forma diferente. Los estereoisémeros
tienen la misma secuencia de enlaces, pero difieren en la orientacién de algunos

de sus atomos en el espacio.

Podria parecer que las diferencias en la orientacion espacial no son importantes,
pero los etereoisomeros con frecuencia presentan diferencias considerables en
sus propiedades fisicas, quimicas y bioldgicas. El descubrimiento de la
estereoquimica tuvo una gran influencia en el desarrollo de la teoria estructural en
la quimica organica. La estereoquimica permitid explicar por qué existian varios
tipos de isomeros dependiendo la orientacion espacial de los atomos, para una
misma conectividad, e hizo que los cientificos propusieran una geometria

tetraédrica para el atomo de carbono (Bruice, 2008) (L.G., 20011)

1.8.3 Quiralidad
La quiralidad son imagenes especulares no superponibles (no son idénticos),
término que deriva de la pablara griega cheir, que significa “mano”. Cada objeto

tiene una imagen especular, pero un objeto quiral tiene una imagen especular que
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es diferente de la del objeto original. Los objetos que tienen la misma imagen

especular que el objeto original se les denomina aquirales, es decir “no quirales”.

Se dice que dos moléculas son superponibles si se pueden poner una encima de
la otra y la posicion tridimensional de cada atomo de la molécula coincide con el
atomo equivalente de la otra molécula. Las moléculas que son imagenes
especulares no superponibles se conocen como enantiomeros (Bruice, 2008)
(Bruice, 2008)

1.8.4 Proyecciones de Fischer.

Para dar a las moléculas con carbonos asimétricos una perspectiva tridimensional
sobre el plano del papel, se han utilizado lineas de rayas y cufias. Cuando las
moléculas tienen varios atomos de carbono asimétricos. La representacion
tridimensional es laboriosa e incomoda; ademas, esta complicada representacion
hace que sea dificil ver las semejanzas y diferencias en los grupos de

estereisomeros, cuando se realiza una comparacion.

Las proyecciones de Fischer parecen una cruz, con el atomo de carbono
asimétrico en el punto de corte de las dos lineas. Las lineas horizontales
corresponderian a cufias, es decir, a enlaces que se dirigen hacia nosotros. Las
lineas verticales equivaldrian a rayas discontinuas, es decir a enlaces que se

alejarian de nosotros.
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CAPITULO 2. MATERIAL Y METODOS
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2.1 Desarrollo experimental
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Figura 2.1 diagrama de desarrollo experimental
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El desarrollo de la investigacion se llevo a cabo en el Instituto Politécnico Nacional
en la Escuela Superior de Ingenieria Quimica e industrias Extractivas en el
Laboratorio de Investigacion de Productos Naturales.

2.3 Materia prima
Hojas de Origanum mejorana secas en una estufa de corriente de aire (tecno

dalvo) a la temperatura de 40 °C

2.4 Material de laboratorio

Material comUn de laboratorio, cristaleria.

2.5 Reactivos y disolventes

Agua destilada, cloroformo, hexano, cloroformo, éter etilico, éter de petréleo,
metano, etanol, acetona, aminoguanidina (0.442mg/ml), albumina seérica bovina
(BSA) (10mg/ml), glucosa (90mg/ml), azida 0.002%, DMSO (dimetilsulfoxido),
buffer pH7, acido ascorbico (0.1136mg/ml), DPPH solucion en etanol (0.1260
mg/ml.)

2.6 Equipos

Rota vapor RE400 (YAMATO), espectrofluorometro RF 5000 (SHIMADZU),
espectrofotometro GX FT-IR System (PERKINELMER), espectrometro de RMN
(VARIAN-MERCURY), espectrometro de RMN 400 MHz (BRUKER),
espectrometro de masas (BRUKER), balanza analitica Beoco BBI-31, balanza

granataria.

2.7 Inhibicién de glicacién de las proteinas in vitro

Se pesé 1 mg de extracto o compuesto a analizar se le adicioné6 DMSO (dimetil
sulfoxido, solo para disolver muestras), 1ml de glucosa, 1 ml de proteina BSA
(albumina sérica bovina), 3 gotas de azida como antibacteriano, 2 ml de buffer pH
7 (Fosfato), se prepararon los controles los cuales se preparan de la misma forma
con su respectiva variacion el positivo tendrd 1ml de aminoguanidina (molécula
capas de inhibir la glicacion de las proteinas), en lugar de la muestra, el negativo
tendra todo exceptuando la muestra y/o la aminoguanidina, se agitan en el vortex

(Scientific Industries) y se dejan en incubacion a 28 °C durante 15 dias. Al concluir
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el tiempo, se filtrd6 1ml y se diluyé en 10 ml en tubos para centrifuga. Se leyeron en
un espectroflurometro (RF 5000 SHIMADZU), a una longitud de onda de
excitacion de 370 nm y una de emision de 440 nm. Con los resultados se calcula

el % de inhibicion con la siguiente ecuacion (Lugardo, 2010)

Ysinhibicién AGE fluorecencia control — flurecencia muestra 100
oinhibicion = - X
fuorecencia control

2.8 Actividad antioxidante en vitro

Se pes6 1mg de muestra se disolvié con metanol, se colocé en un tubo de ensayo,
previamente se preparé una solucion 0.135 mM de radical 1,1-difenil-2-
pricrilhidrazil (DPPH) en metanol, a la muestra se le adicioné 1 ml de la solucién
anterior y se dejé reaccionar en la oscuridad a temperatura ambiente por 30 min.
El acido ascorbico es usado como referencia. Se registran los valores obtenidos

en el espectrofotbmetro UV a 517nm de absorbancia.

Con los resultados se calcula el % de inhibicion de la siguiente manera.

% inhibicién antioxidante

__absorbancia DPPH petanol — absorbancia antioxidante < 100
B absorbancia DPPH,,etanol

2.9 Actividad antioxidante en placa fina
Se basa en la deteccién de la capacidad antioxidante del compuesto sobre el
radical DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidracilo).

Se coloco en la placa de gel de silece el compuesto a analizar se dej6 secar y con
ayuda de un frasco espray se le adiciono B-caroteno/acido linoléico 0.025 mg/mly
15 mg/ml en cloroformo, se dejo en reposo durante 30 minutos a temperatura
ambiente, al término del tiempo se rocio con una solucién de DPPH 0.2 % disuelto

en metanol. Si el punto de aplicacién del compuesto se torna de color amatrrillo se
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considera que presenta actividad antioxidante el cambio de tonalidad puede tomar

5 minutos.

2.10 Extraccion de la hoja de mejorana

Se secaron 10 kg de hojas de mejorana en estufa a 30 °C, se moli6é las hojas
secas en un molino de mano. El polvo se coloc6 en un garrafon de vidrio Pyrex se
agregaron 20 It de metanol se reflujo durante 3 horas, terminado el tiempo se dejo
macerar por 3 dias posteriormente se filtrd, este proceso se repiti6 nuevamente.
Los extractos se reunieron y se destilaron en un rotovapor al vacié (RE 400). Se
obtuvieron 110 g de un residuo de color verde obscuro, el cual se ha etiguetado

con el cédigo Me.
2.11 Biofraccionamiento de los triterpenos con actividad antiglicaciéon

2.11.1 Cromatografia en placa fina

Se diluydé con cloroformo una muestra aproximadamente de 0.2 mg de la mezcla
obtenida de la extraccion, de esta dilucion con un capilar se tomé parte de la
dilucién y se colocé en la parte inferior de una placa de silice, se colocaron en
diferentes vasos de precipitados los disolventes mencionados anteriormente y se
colocé dentro la placa con la muestra, la cual se tapd con un vidrio reloj, al término
del recorrido de la fase movil en la placa se extrajo y se dejé secar, para revelarla
en una camara de yodo, por ultimo se extrajo de la cAmara y se observa bajo la
luz ultravioleta. Se hizo el mismo procedimiento para cada disolvente y se
selecciond el disolvente con el cual se obtiene una mayor separacion para
proceder a la cromatografia en columna. Las cromatografias en placa fina, se
repitieron durante la experimentacion para encontrar mezclas de disolventes que
nos ayudaran a separar y encontrar el compuesto con la caracteristicas
requeridas, hasta obtener un compuesto puro verificando que con diferentes

mezclas de disolventes solo se observe una sola fase.
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2.11.2 Cromatografia en columna

Es el método mas utilizado para la separacion de compuestos organicos a escala
preparativa. La fase estacionaria se deposita en el interior de una columna, que
termina con una placa porosa que impide su paso, la fase moévil recorre toda la
columna separando cada fraccion. Se formaron columnas de gel de silice con tiras
de polietileno de 8 a 4 cm de didmetro y de 30 a 85 cm de largo, dependié de la
cantidad de compuesto a fraccionar. Se realizo la prueba de inhibicion de glicacién
a cada fraccion obtenida de la cromatografia en columna de esta manera se
descartaba la fraccion que no poseia la caracteristica deseada. En seccion de

resultados se muestra el biofraccionamiento que se realiz6 en este trabajo.
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DISCUSIONES
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3.1 Biofraccionamiento del Origanum majorana (Me)
Se realizé un ensayo preliminar haciendo extracciones con metanol, cloroformo y
hexano el efecto antioxidante y antiglicacion se encontré en el extracto de

metanol.

Tabla 3.1 Resultado de ensayo preliminar antiglicacién y antioxidante de extraccién
de las hojas de Origanum majorana con diferentes disolventes

Actividad/ Hexano Cloroformo Metanol

Extracto Origanum majorana  Origanum majorana  Origanum majorana

Antioxidante X X \/

Antiglicacion X X \/

Durante la prueba a cada extracto se determiné que el metanol extrajo el

compuesto que contiene la mayor actividad de anti-AGE y antioxidante.

El extracto de metanol Me, se sometid a biofraccionamiento por la técnica de
cromatografia en columna de gel de silice, obteniendo 9 fracciones a las cuales se

les realizo la prueba anti-AGEs para determinar su actividad.

cloroformo

Figura 3.1 Biofraccionamiento inicial del extracto de Origanum majorana; los compestos Mes Meg y Meg
mostraron actividad anti AGE’s

48



Se evalud el potencial antiglicacion a las 9 fracciones obteniendo como resultado
que las fracciones Mes, Meg y Meg, reducen la formacion de AGEs determinada
por fluorometria. La aminoguanidina, un inhibidor conocido sirvi6 como control

positivo de comparacion.

A continuacion se muestran los biofraccionamientos de cada fraccion positiva, en
cada diagrama se observan diferentes recuadros en colores distintos los cuales
pueden mostrar:

e Las fracciones obtenidas de cada cromatografia en columna de la siguiente
manera; Mes;-Mesz, indicando la obtencion de 6 fracciones (5-1 a 5-7) a los
cuales se les realiza la prueba de Inhibicion de glicacion en las proteinas.

e La fraccion activa es la que resulto positiva después de la evaluacion de
actividad in vitro anti-AGE por ejemplo de las 7 fracciones mencionadas La
gue mostro actividad fue la Mesg3.

e El sistema eluyente, el disolvente o la mezcla de disolventes que resulto
con mayores fracciones durante el desarrollo de la cromatografia en placa
para posteriormente ser utilizada en la cromatografia en columna.

e Los compuestos activos puros.
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Figura 3.2 Biofraccionamiento de la fraccién Mes de las hojas de Origanum majorana
obteniendo las fracciones con caracteristicas antiglicacién y antioxidante Mesz;000, ¥

Mes3153131.
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Figura 3.3 Biofraccionamiento de la fraccién Meg de las hojas de Origanum majorana
obteniendo las fracciones con caracteristicas antiglicaciéon y antioxidante Meggs2z4 Y Meggzo3a1
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El desarrollo del biofraccionamiento o purificacién de la Origanum majorana, todo
fue realizado mediante el uso de la cromatografia, obteniendo siete compuestos

puros.

3.2 Resultados de actividad anti-AGE en vitro

En cada fraccion se determind el efecto anti-AGE en vitro, comparando los
resultados con los controles, positivo (aminoguanidina) y negativo. Los extractos
de cloroformo y hexano de la Origanum majorana no tuvieron las propiedades
anti-AGEs. En la tabla 3.2 se muestra el valor de la fluorescencia y su porciento

de inhibicién el cual fue obtenido aplicando la siguiente ecuacion.

o fluorecencia control — flurecencia muestra
%inhibicion AGE = - x 100
fuorecencia control

Tabla 3.2 Resultado de fracciones de la Origanum majorana con actividad anti-AGE'’s

Fraccion Fluorescencia Porciento de
(nm) inhibicion (%)

Meb5312222 26.131 74.74
Me53153131 20.947 79.75
Me863234 38.254 63.02
Me863241 31.75 69.31
Me92111111 55.433 46.42
Me9212281 27.218 73.69
Me9211111111 31.907 69.16
Positivo (control: 103.464

aminoguanidina)
Negativo 165.41

El porciento de inhibicion de cada fraccion es elevado lo cual nos indica que la
formacion de AGE es minima lo que ayudaria a controlar los efectos negativos de

la formacion de AGE’s en el organismo.
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3.3 Resultado de actividad antioxidante

En cada etapa del biofraccionamiento se detecto el efecto antioxidante en placa
fina. A los compuestos puros se les realiz6 la prueba de antioxidante in vitro. En la
Tabla 3.3 se muestra el valor de la absorbancia UV y el cual fue obtenido

aplicando la siguiente ecuacion.

% inhibicion antioxidante

_absorbancia DPPHyeano — absorbancia antioxidante « 100
B absorbancia DPPHctanol

Tabla 3.3 Resultados de fracciones de la Origanum majorana con actividad
antioxidante.

Fraccion Absorbancia Porciento de
inhibicién (%)

Me5312222 0.084 92.88
Me53153131 0.091 92.29
Me863234 0.129 89.07
Me863241 0.081 93.13
Me92111111 0.092 92.20
Me9212281 0.089 92.45
Me9211111111 0.086 92.71

Acido ascorbico 0.0997

Control (DPPH) 1.1803

Se comprueba que los compuestos son antioxidantes naturales los cuales
ayudaran a mantener al cuerpo en equilibrio entre prooxidantes y antioxidantes
manteniendo al paciente sano.
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3.4 Determinacion de las estructuras.

Se determinaron las estructuras de cinco compuestos con actividad antiAGEs
aislados del extracto de metanol de las hojas de Origanum majorana por técnicas
espectroscopicas de IR, *H RMN, *C RMN y espectrometria de masas. Los

espectros obtenidos de cada compuesto se muestran en la seccion de ANEXOS.

El compuesto Me9212281 se obtuvo como un polvo de color blanco amorfo, se
identific6 por medio de una revision en la literatura como 28-norlup-20(29)-ene-
3B, 17 p-diol el cual fue previamente aislado de la Melaleuca leucadendron, (Lee.,
1998) (Vagi, et al., 2005) (Amman, et al., 1982) (Reynolds, et al., 1986).

HO/

N
N

Figura 3.5 28-norlup-20(29)-ene-3B, 17 B-diol
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Figura 3.6 28-norlup-20(29)-ene-3B, 17 B-diol en 3D

El compuesto Me363241 fue identificado como 3[,68,7B-trihidroxy-20(29)lupene

el cual fue previamente aislado y caracterizado de la planta Rhoipetela chiliantha
(Jiang, et al., 1995) (Vagi, et al., 2005).

HO

HO

Figura 3.7 38,6B,7B-trihidroxy-20(29)lupene
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Figura 3.8 3B,6B,7B-trihidroxy-20(29)lupene en 3D

El compuesto Me9211111111 fue identificado como acido ursolico el cual es un
atenuante de la glicaciéon por medio de la disminucion del estrés oxidativo, este
triterpeno también fue obtenido con anterioridad a partir de una extraccion de

etanol de la Origanum majorana (Yin, 2012) (Vagi, et al., 2005)

OH

HO
k2

Figura 3.9 Acido ursdlico
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Figura 3.10 Acido ursdlico

El compuesto Me863234 fue identificado como lupeol, causa una disminucion de
hemoglobina glucosilada, glucosa sérica, 6xido nitrico con un incremento de
insulina en el suero. También incrementa los niveles de las enzimas
antioxidantes, disminuyendo el nivel del acido tiobarbitirico el cual es una

especie de oxigeno reactivo (Gupta, et al., 2012).

Figura 3.11 Lupeol
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Figura 3.12 Lupeol en 3D

El compuesto Me92111111, fue aislado como una goma incolora, presenta
actividad anti-glicaciéon y antioxidante. La formula molecular fue establecida como
Ci13Hs5006 de acuerdo a HRESI-MS, m/z 518.4077 [M]+ (calc. Para Ci3Hs5006
518.3607). El espectro de IR contiene sefiales tipicas del grupo hidroxilo (3457
cm™) y grupo carbonilo (1732 cm™) y un doble enlace (1640 cm™). El espectro de
13C RNM en el espectro de trasferencia de polarizacién (DPT), indica la presencia
de 31 atomos carbono, asignados a siete grupos metilo, ocho metilenos
incluyendo un hidréxilmetilo, nueve metilenos incluyendo un olefinico y siete
carbonos cuaternarios incluyendo un carbonilo. Considerando los datos de los
espectros de *C y 'H RNM del compuesto Me92111111 son caracteristicos de un
triterpeno del tipo ursano. El doble enlace se localiza entre el C-12 y C13 porque
H-15, H-18 y H19 en el espectro HMBC mostraron correlacion con el carbono
cuaternario olefinico (6. 118.08, C-12), también H-9 y H-18 estan correlacionados
a un metil olefinico (6. 118.08, C-12) confirmando ademas la ubicacion del doble

enlace. La ubicaciéon del grupo hidroxilo en el C-3 se determind a través de un
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experimento HMBC en la que H-3 exhibié 2J y correlaciona con C-2 (3. 25.16) y
C-4 (8. 37.41), con C-1 (& 33.72), C-5 (6; 49.97) y C-24 (&, 28.24).La correlaciéon
entre el H-15 (8. 4.19) con el C-8 (&; 41.50), C-17 (6. 42.7) y C-27 (&. 13.14), y
también entre el H,-16 (& 1.52/1.95) y H3-27 (641.05) con el C-15 (&, 68.21),
indica que el segundo grupo hidroxi se encuentra en C-15. Las configuraciones de
los grupo hidroxi en C-3 y C-15 fueron asignados como [ y a-orientaciones
respectivamente, debido a las constantes de acoplamiento trans-diaxial de H-3
(J=11.5 Hz) y H-15 (J=10.7Hz). Ademas en los experimentos de NOESY del
compuesto Me92111111 mostro sefiales de correlacion entre el &y 3.4 (H-3), 1.3
(H-5) con &y 4.19 (H-15) y 1.13 (H326) confirmando la a- y B-orientacion del H-3y
H-15. Los espectros de *H y **C RMN mostraron un grupo hidroximetileno en &y
3.86,3.34 (ambos con d , J=11HZ, H-28) y 65.91 en C-28. La localizacién del
grupo hidroxilo restante se determind en el C-12 sobre la base del H-21 y H-
22[21]. axial-axial y axial ecuatorial respectivamente. El espectro de masas del
compuesto Me92111111 confirmo la estructura de A-ursene con la
fragmentacion tipica retro-Diels_alder (RDA) del anillo C (m/z 248). Por lo tanto se
concluy6é que el compuesto Me92111111 es 23-carboximetil, 33, 15a, 21B, 28-

tetrahidroxiursa-12-ene.

OH

% [

HO

Figura 3.13 23-carboximetil, 3B, 15a, 213, 28-tetrahidroxiursa-12-ene
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Figura 3.14 23-carboximetil, 33, 15a, 21, 28-tetrahidroxiursa-12-ene en 3D

3.5 MALDI-TOF

Se obtuvieron los espectros MALDI-TOF de cada fase de la reaccién de anti-
AGEs (con &cido sinapico como estandar), las cuales son; BSA, Control Positivo
(Aminoguanidina + BSA + glucosa), control negativo (BSA + glucosa) y la fraccion
Me 92111111 (BSA + glucosa + triterpeno), se observa los diferentes perfiles

proteicos mostrando la degradacion del BSA.
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Figura 3.16 Resultado MALDI-TOF; BSA + glucosa (A) y BSA + glucosa + triterpeno (B)

Se observa como la proteina se fragmenta en mayor parte cuando se ve afectada
por la glicaciébn y como se fragmenta en menor proporcién cuando se encuentra

un anti un agente anti-AGE como la aminoguanidina, y el triterpeno Me92111111.
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Conclusiones

Se aislaron cinco triterpenos con actividad anti-AGE a partir de las hojas de
Origanum mejorana, los cuales mostraron de la misma manera actividad como

antioxidantes, los cuales fueron denominados de la siguiente manera;

e Me9212281 como: 28-norlup-20 (29) eno-3 B, 17 B-diol (nourlupeno).

e Me363241 como: 3, 6B, 7p-trihidrox-20(29)-lupano (lupeno).

e Me92111111 como: 23carboximetil, 3B, 15a, 213, 28-tetrahidroxiursa-12-
eno (ursano).

e Me863234 como: Lupeol.

e Me 9211111111: Acido ursdlico.

A los cuales se les determino la estructura mediante la interpretacion de los
espectros de FTIR, espectrometria de masas UHPLC-ESI, RMN-'H y RMN*3C.

Se comprobd la proteccion de la proteina (BSA) con aminoguanidina y con el
triterpeno Me92111111, mediante la espectrometria de masas MALDI-TOF por lo
que se puede afirmar que el compuesto Me92111111 puede ser usado para el

control de la DM como la Aminoguanidina.

Se comprobaron los efectos anti-AGE y anti oxidante de los compuestos aislados

presentando la siguiente actividad en orden:

anti-AGE’s:  Me92111111 < Me863234 < Me9211111111 < Me863241 <
Me9212281 < Me5312222<Me53153131.

Antioxidante: Me863234 < Me92111111 < Meb3153131 < Me9212281 <
Me9211111111 < Meb312222 < Me863241.

Los triterpenos aislados a partir de las hojas de Origanum mejorana (Me),
presentaron actividad antioxidante y anti-AGEs los cuales pueden ser usados

para el tratamiento de la DM.
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Figura A.1 Espectro Ir de la fraccion Me9212281 con actividad antiAGEs aislado de las hojas de
Origanum majoran denominado como: 28-nurlup-20 (29) eno-3B, 17B-diol (nourlupeno).
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Figura A.5 espectro IR de la fraccién Me863241 con actividad antiAGEs aislado de las hojas de
Origanum majorana y denominado como: 38, 6B, 7B-trihidroxi-20(29)-lupano.
ATR-cristal de seleniuro de zinc.
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Figura A.6 Espectro '"H RMN de la fraccion Me863241 con actividad antiAGEs de las hojas de
Origanum majorana y denominado como: 3, 68, 7B-trihidroxi-20(29)-lupano.
Disolvente: CdCls
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Figuraa A.7 Espectro™C RMN de la fracciéon Me863241 con actividad antiAGEs aislado de las hojas de
Origanum majorana y denominado como: 3, 6B, 7B-trihidroxi-20(29)-lupano.
Disolvente: CdCls
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Figura A. 8 Espectro de masas de la fraccion Me863241 con actividad antiAGEs aislado de las
de Origanum majorana y denominado como: 3, 6B, 78-trihidroxi-20 (29)-lupano.
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Figura A.9 Espectro Ir de la fraccién ME9211111111 con actividad antiAGEs aislado de las hojas de
Origanum majorana y denominado como: acido ursolico
ATR-cristal de seleniuro de zinc.
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Figura A. 10 Espectro 'H RMN de la fraccién Me9211111111 con actividad antiAGES de las hojas de
Origanum majoranay denominado como: acido ursélico.
Disolvente: CdCls
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Figura A. 11 Espectro *C RMN de la fraccién Me9211111111 con actividad antiAGEs aislado de las
hojas de Origanum majorana y denominado como: acido ursélico.
Disolvente: CdCls
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Figura A.12 Espectro de masas de la fraccion Me9211111111 con actividad anti AGEs aislado de las
hojas de Origanum majorana y denominado como: acido ursélico.
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Figura A. 13 Espectro IR de la fraccion Me863234 con actividad anti AGEs aislado de las hojas de

Origanum majorana y denominado como: lupeol
ATR-crista de seleniuro de zinc.
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Figura A. 14 Espectro 1H RMN de la fraccion Me863234 con actividad antiAGEs de las hojas de
Origanum majorana y denominado como: lupeol
Disolvente: CdCI3
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Figura A. 15 Espectro *C RMN de la fraccion Me863234 con actividad antiAGEs aislado de las hojas
de Origanum majorana y denominado como: lupeol.
Disolvente: CdCls;
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Figura A. 16 Espectro de masas de la fraccion Me863234 con actividad antiAGEs aislado de las hojas
de Origanum majorana y denominado como: lupeol

88



|
500

1000

COOMe

1463
CHy
CH4
|

1500

1732

oo
mon
(B

C-H

2924
|
3000

2853 _
T I T |
2500 2000
Longitud de Onda (cm'1)

100 -
95 -
90 -
85 -
80 -
75 |
3500

%T

Figura A. 17 Espectro de masas de la fraccion Me92111111 con actividad antiAGEs aislado de las
hojas de Origanum majorana y denominado como: 23acetil, 33, 15a, 21, 28-tetrahidroxiursa-12-eno.
ATR-cristal de seleniuro de zinc.
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Figura A. 18 Espectro 'H RMN de la fraccién Me92111111 con actividad antiAGEs de las hojas de
Origanum majorana y denominado como: 23acetil, 3B, 15a, 218, 28-tetrahidroxiursa-12-eno.
Disolvente: CdCls.
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Figura A. 19 Espectro 3C RMN de la fraccion Me92111111 con actividad antiAGEs de las hojas de
Origanum majorana y denominado como: 23acetil, 3B, 15a, 218, 28-tetrahidroxiursa-12-eno.
Disolvente: CdCls.
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Figura A. 20 Espectro 3C RMN de la fraccion Me92111111 con actividad antiAGEs de las hojas de
Origanum majorana y denominado como: 23acetil, 3B, 15a, 218, 28-tetrahidroxiursa-12-eno.
Disolvente: CdCls.
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Figura A. 21 Espectro de masas de la fraccion Me92111111 con actividad antiAGEs aislado de las
hojas de Origanum majorana y denominado como: 23acetil, 3, 15a, 21, 28-tetrahidroxiursa-12-eno
Disolvente: CdCls.
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