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1 Introduccion

Durante siglos, alrededor del mundo, los humanos han recurrido a conocimientos
medicinales ancestrales para tratar sus enfermedades (OMS, 2025) y, hace cerca de 100 afios
las hierbas medicinales eran un remedio fundamental en el tratamiento de las mismas (Zhang,
Onakpoya, Posadzki, & Eddouks, 2015). Actualmente, se estima que el 40% de los
medicamentos modernos se basan en la naturaleza y el conocimiento tradicional (OMS,
2025), especificamente muchas de las moléculas activas mas potentes de las plantas y sus
derivados. Aproximadamente el 80% de la poblaciéon mundial utiliza medicamentos a base

de hierbas principalmente en la atencion primaria de su salud (Zhang, Onakpoya, Posadzki,

& Eddouks, 2015).

Prunella vulgaris L. (Lamiaceae) (Figura 1) es una planta que tiene uso medicinal y se
encuentra distribuida en paises asiaticos como Corea, Japon y China (Wang, y otros, 2019).
En México, se ha registrado en los estados de México, Oaxaca, Durango, Guerrero, Hidalgo,
Michoacan, Morelos, Nuevo Leoén, Querétaro, Sonora, Tlaxcala y Veracruz (CONABIO,

2009).



Figura 1. Prunella vulgaris L. (Lamiaceae) nativa del estado de Hidalgo.

Es una planta herbacea pequefia, que crece en zonas humedas a una altura de entre 2 y 3 mil
metros. Posee actividades biologicas diversas, entre las que destacan la antimicrobiana,
anticancer y antiinflamatoria (Wang, y otros, 2019). Los estudios quimicos sobre la especie
asiatica han evidenciado la presencia de varios triterpenos, esteroles, flavonoides, cumarinas,
fenilpropanoides y polisacaridos (Pan, Wang, & Chen, 2022). En Hidalgo se le conoce como
hierba del céncer, se emplea para las heridas internas, hernias, tlceras y cancer (Pérez
Escandon, Villavicencio Nieto, & Ramirez Aguirre, 2003) y, hasta donde sabemos, no cuenta

con estudios quimicos.

En el presente trabajo se describe el estudio quimico y evaluacion de las propiedades
biologicas de Prumella vulgaris nativa de Hidalgo con la finalidad de contribuir al

conocimiento de su composicion quimica y a validar su uso tradicional.



2 Antecedentes

2.1 Plantas usadas en México y el estado de Hidalgo para el tratamiento del cancer

En México se han registrado al menos 300 plantas que se usan de manera tradicional para
combatir padecimientos relacionados con el cancer (Alonso-Castro, y otros, 2011). En el
estado de Hidalgo se tiene un registro de unas 460 especies medicinales, de las cuales al
menos 12 se emplean para tratar este padecimiento (Pérez Escandon, Villavicencio Nieto, &

Ramirez Aguirre, 2003). En la Tabla 1 se da un listado de las plantas que se usan directamente

para el cancer, entre ellas, Prunella vulgaris.

Tabla 1. Plantas medicinales del estado de Hidalgo que se emplean para el cancer.

Familia Especie (hombre comun) Afecciones tratadas ESEUd.'O
qguimico
. Jatropa dioca Sessé ex Cerv. Caida de pelo, amacizar la
Euphorbiaceae . , No
var. Dioica (sangre de drago) dentadura, cancer.

. Prunellavulgaris L. (hierbadel Heridas internas, hernias,
Lamiacea . , . No
cancer) Ulceras, cancer.

Leguminosae Cassia fistula L. (lluvia de oro) Cancer. Si

Cuphea aequipetala Cav. Ulceras, hernias, heridas,
. . . No
(hierba del cancer) cancer.
Cuphea lanceolata Ait. (hierba Ulceras, hernias, heridas, No
del cancer) cancer.
Lythraceae . . .
Cuphea procumbens Ort. Ulceras, hernias, heridas,
. . . No
(hierba del cancer) cancer.
Lythrum wvulneraria Schrank Ulceras, hernias, heridas,
. , . No
(hierba del cancer) cancer.
Plumbaginaceae PIu[nbago pulchella  Boiss Lav_ados , vaginales, _ flujo Si
(pafiete) vaginal, cAncer de matriz.
. Heridas, ulcera  digestiva,
. Hamelia patens Jacq. (madura . L A .
Rubiaceae inflamacion de  estdbmago, Si
zapote) cancer




Decatropis bicolor (Zucc.)

Rutaceae Radlk. (aranth)

Heridas, cancer, higado. Si

Mimulus  glabratus HBK

(hierba del cancer de agua) Cancer, heridas. S

Scrophulariaceae

Solanum  rostratum  Dun. Lavados vaginales, heridas,

. , . N
(duraznillo) cancer de matriz, tos. °

Solanaceae

Segin una busqueda reciente con el explorador cientifico SciFinder, siete de ellas
permanecen sin estudiarse. En la mayoria de los casos de las especies investigadas los

resultados han justificado su uso tradicional.

2.2 Familia Lamiacea

La familia Lamiaceae cuenta con alrededor de 7756 especies, siendo un 13.7 % medicinales.
Las especies de esta familia contienen varios metabolitos secundarios, principalmente
lignanos, flavonoides, iridoides, terpenoides no volatiles, glucdsidos feniletanoides, acidos
cafeoilquinicos, los cuales le confieren diversas funciones bioldgicas (Karagecili & Giilgin,
2025). Tiene distribucion en bosques de clima templado y es una de las familias con mayor

riqueza de especies en México (Martinez-Gordillo, y otros, 2017).

2.3 El género Prunella

Prunella es un género de plantas herbaceas que pertenece a la familia Labiatae (Lamiaceae)
cuya distribucion es amplia en regiones templadas en las montafias tropicales de Europa y
particularmente de Asia. Los estudios farmacologicos sobre este género han revelado que
posee funciones antivirales, antibacterianas, antiinflamatorias, inmunorreguladoras,
antioxidantes, antitumorales, antihipertensivas e hipoglucémicas (Psotova, y otros, 2003).
Los estudios quimicos han evidenciado la presencia de compuestos activos relacionados con
estas funciones, entre ellos triterpenoides, acidos fenodlicos, flavonoides y polisacaridos

(Psotova, y otros, 2003).



2.4 Prunella vulgaris Lamiaceae

Esta especie es una planta herbacea perenne que crece en todas las regiones templadas del
mundo (Zholdasbayev, Atazhanova, Musozoda, & Musozoda, 2023). Los primeros registros

al respecto, se originaron en el “Clasico de la Materia Médica de Shen Nong” (Shén Nong
Bén Cio Jing, R AELR) (dinastia Dong Han, 25-220 d. C.) (Figura 2) (Pan, Wang, &

Chen, 2022).

Shén Nong
Bén Cao Jing

Materia Médica
de
Shén Nong

Figura 2. Clésico de la Materia Médica de Shen Nong.



2.4.1 Metabolitos aislados

Diversos estudios han analizado la composicion quimica de Prunella vulgaris, y se han
aislado e identificado triterpenoides, esteroles, flavonoides, fenilpropanoides, aceites
volatiles, acidos organicos, polisacaridos, algunos oligoelementos y mas de 250 compuestos

(Pan, Wang, & Chen, 2022).

2.4.1.1  Acidos organicos

Estos productos naturales se han encontrado en diferentes especies vegetales, principalmente
en sus frutos, pero también en sus raices y hojas. Se pueden clasificar en acidos grasos y en
acidos orgénicos aromaticos. A continuacion, se muestra la estructura de algunos compuestos

que se han identificado en Prunella vulgaris L.

O O
HO N OH
A
N
=
acido linoleico acido araquiddnico

Figura 3. Acidos grasos comunes en P. vulgaris L.

Los 4cidos grasos son acidos organicos frecuentes en esta planta (Figura 3), los cuales son
esenciales para el cuerpo humano. Asi mismo, se ha evidenciado la presencia de acidos

organicos aromaticos (Figura 4).



OH OH

HO

acido benzoico acido p-hidroxibenzoico

Figura 4. Acidos organicos aromaticos que se han identificado en P. vulgaris L.

2.4.1.2  Fenilpropanoides

Son compuestos naturales que estan formados por un anillo de benceno (fenil) que se
encuentra conectado a tres atomos de carbono de cadena lineal. La hierba P. vulgaris es rica
en fenilpropanoides, de entre los cuales destacan el acido cafeico (AC) y el 4cido rosmarinico

(AR) (Figura 5) (Pan, Wang, & Chen, 2022).

H H
HO HO

acido cafeico (AC) acido rosmarinico (AR)

Figura 5. Principales fenilpropanoides aislados de Prunella vulgaris L.

Algunos derivados de estos fenilpropanoides (Figura 6) también han sido aislados de esta
planta. Cabe resaltar que el cafeato de etilo fue aislado por primera vez en el género a partir

de esta especie (Pan, Wang, & Chen, 2022).



 OH OH
0 OIO/@()H 0 0.0 OH
HOW 0 HO X 0
HO HO
(a) rosmarinato de ctilo (b) rosmarinato de butilo
| OH
o OLO/@OH o
HO :@M 0 HO x 0~
HO HO
(¢) rosmarinato de metilo (d) cafeato de etilo

Figura 6. Derivados biosintéticos del 4cido rosmarinico (a-c) y del acido cafeico (d) aislados de
Prunella vulgaris.

2.4.1.3  Triterpenoides

Los triterpenos son productos naturales que se componen de seis unidades de isopreno (Cano-
Flores, 2013). Los triterpenoides son un grupo de triterpenos que existen en las plantas en su

forma libre, como esteres o en forma de glicdsidos (Pan, Wang, & Chen, 2022).

Los principales ingredientes activos de P. vulgaris resultan ser triterpenoides, siendo los de
tipo ursano, oleanano y lupano los mas comunes (Pan, Wang, & Chen, 2022) y, segiin autores
(Cano-Flores, 2013) se asume que aquellos que incorporan esos esqueletos bases en su
estructura, son los mas importantes dentro de los triterpenos. En la Figura 7 se muestran
algunos triterpenos que han sido aislados de esta planta. La B-amirina fue aislada por primera

vez en el género a partir de esta especie (Pan, Wang, & Chen, 2022)



acido ursolico acido olecanolico

acido betulinico [}-amirina

Figura 7. Triterpenos aislados de P. vulgaris.

Segun autores (Zholdasbayev, Atazhanova, Musozoda, & Musozoda, 2023) los acidos
oleandlico y ursdlico son dos de los triterpenos mas comunes presentes en esta especie, y se
ha demostrado que tienen propiedades antioxidantes, antialérgicas, antiinflamatorias y

antitumorales.

2414 Polisacaridos

Los polisacaridos son carbohidratos complejos que estdn formados por mas de 10
monosacaridos unidos por enlaces glucosidicos cuya distribucion en la naturaleza es amplia.
Hasta ahora se han aislado e identificado diferentes polisacaridos en P. vulgaris y numerosos
estudios han confirmado sus propiedades antioxidantes y de eliminacién de radicales libres,

su actividad antiviral y antitumoral, entre otras (Pan, Wang, & Chen, 2022).



La prunelina, es un polisacérido sulfatado que fue aislado del extracto acuoso de P. vulgaris
nativa de China, los autores (Tabba, Chang, & Smith, 1989), demostraron que posee actividad
anti-VIH y que se encuentra compuesto de glucosa, galactosa, xilosa, acido glucénico, acido

galactosico y galactosaamina.

Segun (Pan, Wang, & Chen, 2022) otros polisacaridos que han sido aislados de esta especie
son PP2 (ramnosa, arabinosa, manosa, glucosa, galactosa, entre otros), PVL-P1 (arabinosa,
xilosa, manosa, glucosa y galactosa) y PSP-2B (arabinosa, galactosa y manosa, glucosa y

acidos urdnicos), este tltimo mostro6 actividad contra el virus del herpes simple.

2.4.2 Propiedades biologicas

La rica variedad de metabolitos secundarios que posee esta especie le confieren diferentes
propiedades biologicas, incluyendo efectos antitumorales, antiinflamatorios, antibacterianos
y antivirales, asi como efectos hipoglucemiantes, antioxidantes, de eliminacion de radicales
libres, inmunorreguladores, antihipertensivos, hipolipemiantes, hepatoprotectores, sedantes

e hipnoticos (Pan, Wang, & Chen, 2022).

2.42.1 Actividad antioxidante

Hay diferentes estudios que demuestran que esta planta posee una notable capacidad
antioxidante in vitro (Pan, Wang, & Chen, 2022). Segin (Zhang, He, & Hu, 2011) los
flavonoides presentes en diferentes concentraciones del extracto etandlico mostraron una

marcada actividad antioxidante y eran capaces de eliminar los radicales DPPH y OH.

Otras investigaciones (Feng, Jia, Zhu, Chen, & Shi, 2010) han demostrado que el extracto
etanolico posee una potente actividad antioxidante in vitro, y también puede inhibir
significativamente el crecimiento tumoral, siendo sus compuestos activos principales el dcido
cafeico, el acido rosmarinico, la rutina y la quercetina. De este modo, se puede inferir que
los fenoles totales desempefian un papel importante en la actividad antioxidante para la

inhibicidn del crecimiento tumoral.
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2422 Actividad antitumoral

Algunos de los primeros estudios se realizaron in vitro con lineas celulares Jurkat, donde se
descrubid que esta planta podia inhibir el crecimiento de las células de linfoma T humano.
Otros investigadores demostraron el efecto quimiopreventivo en el cancer de pulmoén del
extracto etanolico al 60 % de P. vulgaris. Luego, se descubrid que el extracto de AcOEt
suprimia el crecimiento de cancer gastrico in vivo ¢ in vitro. Otros estudios demostraron que
el extracto acuoso inhibia la invasion y migracion de las células de carcinoma hepatocelular

humano HepG2, Huh-7 y Hep3B (Pan, Wang, & Chen, 2022).

Cabe destacar que algunos de los ingredientes activos presentes en esta especie también han
mostrado una actividad antitumoral significativa. Hay estudios que demuestran que el 4cido
rosmarinico inhibe la proliferacion celular en lineas celulares de pancreas (PANC-1), prostata
(PC-3), colon (HT-29), mama (MDAMB 436) y glioblastoma (T98G). Ademas, se comprobo
que el acido oleandlico de induce la apoptosis de células de adenocarcinoma de pulmon.
Finalmente, hay evidencia experimental de que el aldehido protocatecuico y el acido cafeico

tienen efectos citotoxicos en células MCF-7 (Pan, Wang, & Chen, 2022).

2.4.2.3  Actividad hipoglucemiante

Hay investigaciones que demostraron que el extracto acuoso de PVL inhibe la expresion del
ARNm de o-glucosidasa, SGLT-1, GLUT-2 y Na* - K* - ATPasa en células Caco-2, esto
genera un retraso en la hidrolisis de carbohidratos e influye en la captacion de glucosa,

reduciendo los niveles de glucosa posprandiales en sangre (Pan, Wang, & Chen, 2022).

Otros estudios demostraron que el extracto acuoso suprimi6 la hiperglucemia y la disfuncion
vascular diabética en ratones alimentados con una dieta rica en grasas y carbohidratos (Pan,

Wang, & Chen, 2022).

La actividad hipoglucemiante de esta especie fue estudiada por (Raafat, Wurglics, &
Schubert-Zsilavecz, 2016) donde los autores llevaron a cabo un fraccionamiento biodirigido,
el cual demostrd que su fraccion mas activa era rica en acido cafeico la cual mostrd inhibicion

de las enzimas hidrolizadoras de carbohidratos (a-glucosidasa y o -amilasa).
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3 Generalidades

3.1 Cuantificacién por RMN de 'H (q-NMR)

Constituye una determinacion de la pureza relativa de un compuesto de interés (CO) presente
en una muestra, esto implica el uso de una sustancia de pureza muy alta y conocida que se
denomina calibrante interno (CI), luego ambas sustancias son pesadas en cantidades
conocidas en un mismo tubo para finalmente obtener su espectro de RMN de H. Esta
cuantificacion tiene su fundamento en la integracion de sefiales que se correlacionen con un
equivalente conocido de protones correspondientes al CI y al CO, respectivamente (Pauli, y
otros, 2014). El porcentaje relativo se determina luego de sustituir el valor de las integrales

de dichas sefiales (o su medida cuantitativa) en la siguiente férmula:

P [%] = nCI'IntCO'PMCO'mCI_P
nCO'IntC,-PMC,-mM ¢

Donde:

mcr. masa del calibrante interno

mys: masa de la muestra

Intcr: area (integral) de la sefial de resonancia del CI utilizada para la cuantificacion

Intco: area (integral) de las sefiales de resonancia del CO utilizadas para la cuantificacion

ncr: namero de protones que contribuyen a Intci

nco: nimero de protones que contribuyen a Intco

PMcr: peso molecular del calibrante interno
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PMco: peso molecular del compuesto objetivo

Pcr: pureza del calibrante interno, como valor porcentual

3.2 Estrés oxidativo

El estrés oxidativo se da cuando hay un desequilibrio entre la generacion de especies
reactivas de oxigeno en forma de radicales libres (ROS) y los mecanismos naturales para
desactivarlos (antioxidantes). Las ROS pueden causar dafios a 6rganos y tejidos conduciendo

a un envejecimiento prematuro, inflamacion, varias enfermedades y en el extremo, a cancer

(INC, s.f).

Los radicales libres son especies quimicas que tienen uno o mas electrones desapareados en
su estructura, por esta razon son altamente reactivos y capaces de formar otros radicales libres
en cadena. Pueden producir dafio oxidativo en macromoléculas bioldgicas como el DNA,
carbohidratos, proteinas o lipidos y participan en los mecanismos fisiopatologicos de muchas
enfermedades, entre ellas el cancer (Coronado H., Vega y Ledn, Guitierrez T., Vazquez F., &
Radilla V., 2015) y la diabetes (Burgos-Morén, y otros, 2019). Lo anterior se explica
partiendo del hecho de que si los radicales libres afectan el DNA (4cido desoxirribonucleico)
pueden ocurrir mutaciones que en su momento se transforman en células cancerosas

(Coronado H., Vega y Ledn, Guitierrez T., Vazquez F., & Radilla V., 2015).

En el caso de la diabetes, aun hay diferentes aspectos de su fisiopatologia que se desconocen.
Sin embargo, se ha establecido que el estrés oxidativo desempefia un papel significativo en

la aparicién y el progreso de este padecimiento (Burgos-Moron, y otros, 2019).

3.2.1 Determinacion de la capacidad antioxidante

La evaluacién de la actividad antioxidante se realiza con ensayos de captura de radicales
libres por parte de extractos y compuestos puros. A continuacion, se describen algunos de

estos métodos.
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3.2.1.1  Determinacion antioxidante por ABTSe+.

Este radical cationico es un cromo6foro verde esmeralda que absorbe a una longitud de onda
de 754 nm, generalmente se obtiene al oxidar el ABTS (2,2'-azino-bis- (3-etilbenzotiazolin-
6-sulfonato de amonio). En este método se cuantifica la decoloracion del radical debida a su

reduccién por la accion de sustancias antioxidantes (Figura 8) (Cruz-Cansino, y otros, 2023).

¢
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Figura 8. Fundamento del ensayo del radical catiénico ABTS.

3.2.1.2  Determinacion antioxidante por DPPHs.

El 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH") es una molécula radicalaria estable, que tiene un
color morado intenso en disolucion (A=515 nm). Este ensayo colorimétrico tiene su
fundamento (Figura 9) en la capacidad de los antioxidantes para donar un atomo de hidrogeno
o un electrén al radical, dicha reduccidon provoca un cambio de color (de violeta a amarillo
palido). Finalmente, se cuantifica la pérdida del color morado a 520 nm (Cruz-Cansino, y

otros, 2023).
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Figura 9. Ensayo antioxidante por DPPH'.

3.2.1.3  Determinacion antioxidante por FRAP.

El complejo férrico-tripiridiltriazin (Fe**-TPTZ) se forma por la interaccion entre el Fe** y
la 2,4,6-tripiridil-s-triazina (TPTZ) y es incoloro, pero a un pH bajo se reduce a su forma
ferrosa (Fe®"), desarrollando un color azul intenso, esta sustancia absorbe a 593 nm. Este es

el fundamento de esta determinacion (Figura 10) (Benitez-Estrada, y otros, 2020).
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Figura 10. Ensayo antioxidante por reduccion del i6n férrico.
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3.3 Cancer

El cancer se refiere a un crecimiento incontrolable de células malignas que van mas alla de
los limites normales y existen mas de cien tipos distintos. Se pueden desarrollar en cualquier
parte del cuerpo, inclusive en la sangre (leucemia) y las causas pueden ser diversas, desde la
genética, factores ambientales, exposicion a sustancias quimicas, microorganismos

patdgenos y el estrés oxidativo (OMS, 2025).

3.3.1 Leucemia

Leucemia es un término que se utiliza para hacer referencia a algunos tipos de cancer que
inician en la medula 6sea, incidiendo directamente en la formacion de células sanguineas. Se
clasifica segun el tipo de células que afecte y se describe como aguda o cronica de acuerdo a

su velocidad de progresion (American Cancer Society, 2024).

Existen diferentes tipos, siendo uno de ellos la leucemia linfoblastica aguda, esta patologia
tiene su origen en los linfocitos, especificamente en las células B y T, los cuales se reproducen
de manera acelerada. Aunque es el cancer mas comun en pediatria, también afecta a adultos.
Esta enfermedad evoluciona aceleradamente y, de no ser tratada a tiempo es muy probable
que resulte mortal (Mancero Rodriguez, Arellano Salinas, Santo Cepeda, & Rodriguez
Revelo, 2020). Asi mismo, la leucemia mieloide aguda, este término hace referencia a una
proliferacion anormal de células mieloides (producen gldébulos blancos, rojos y plaquetas)
(American Cancer Society, 2024) que han perdido la capacidad para diferenciarse, las cuales
infiltran la medula 6sea, el resto de la sangre u otros tejidos (Leyto-Cruz, 2018). Por otro
lado, la leucemia monocitica, un tipo de leucemia mieloide aguda que se produce cuando
las células sanguineas (monocitos) se transforman en células cancerosas anormales
(Cleveland Clinic, 2024). Ademas, la leucemia linfocitica cronica, es un tipo de cancer de
la sangre y medula 6sea, que se caracteriza por una produccion excesiva de linfocitos, los
cuales desplazan a las células sanguineas normales. Los sintomas suelen presentarse de
manera tardia (American Cancer Society, 2024). Finalmente, la leucemia mieloide cronica,
es un tipo de leucemia se origina en células mieloides y aunque se mantienen a un crecimiento

lento se puede convertir en una leucemia aguda (American Cancer Society, 2024). Otros tipos
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menos comunes de leucemias incluyen leucemia de células pilosas y la leucemia

mielomonocitica.
3.3.1 Evaluacion de la actividad citotoxica

La determinacién de la actividad citotoxica de extractos y sustancias puras comprende una
amplia variedad de pruebas que consisten en determinar la inhibiciéon del crecimiento de
células cancerosas in vitro mediante varios métodos, para los cuales se utilizan kits

especializados.

3.3.1.1  Deteccion de citotoxicidad (kit CytoTox 96)

Cuando una célula pierde la integridad de su membrana, libera lactato deshidrogenasa
(LDH), una enzima citoplasmatica estable. Se cuantifica su liberacion en los sobrenadantes
de cultivo mediante el uso del NADH generado en la conversion de lactato a piruvato por
accion de la LDH, para reducir un segundo compuesto (la sal de tretreazolio INT) a una sal

de formazan (color rojo) en una reaccion acoplada (Figura 11) (Promega Corporation, 2025).

0 C
N=N INT
5 NADH Cl'@\
Piruvato

LDH Diaforasa
NO,
OH
)\’TO
0 NAD® _NH Formazan
Lactato N

Figura 11. Reduccion del INT a sal de formazan por accion de la enzima lactato deshidrogenasa y
la diaforasa.
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3.3.1.2 Linea celular REH

Es una linea celular humana que fue aislada a partir de la sangre periférica de un paciente
con leucemia linfoblastica aguda (LLA). Se utiliza en investigaciones acerca del cancer y de

trastornos del sistema inmunitario (Leibinz Institute, 2025).

3.4 Diabetes

La diabetes es una enfermedad cronica que se presenta cuando el cuerpo no es capaz de
regular la concentraciéon de glucosa en sangre y, segun la causa, se reconocen dos tipos
principales, aunque no son los Unicos (OMS, 2025). La diabetes mellitus tipo 1 se
caracteriza por la destruccion selectiva de las células B del pancreas, de ahi que se le
denomine autoinmune (Burgos-Moron, y otros, 2019). Esta destrucciéon genera una
produccion deficiente de insulina (una hormona que regula la concentracion de glucosa en la
sangre), impidiendo asi que la glucosa entre la las células y comience a acumularse en la
sangre (OMS, 2025). Asi mismo, la diabetes mellitus tipo 2 es una enfermedad que incide
directamente en el organismo impidiendo que utilice adecuadamente la insulina, aumentando
la concentracion de azicar (OMS, 2025). Lo anterior puede derivarse de dos factores, siendo
uno de ellos el aumento de la resistencia a la insulina o una disminucion de la secrecion de
insulina por las células § (Burgos-Moron, y otros, 2019). Finalmente, la diabetes gestacional
se desarrolla durante el embarazo y, quienes la padecen presentan niveles de azicar en sangre
superiores a los normales, pero mas bajos que los establecidos para diagnosticar diabetes.
Quienes padecen esta condicion médica tienen mayores riesgos de sufrir complicaciones

durante el parto y pueden presentar diabetes mellitus tipo 2 (OMS, 2025).

3.4.1 Hiperglucemia

De manera general, si la diabetes no se controla los pacientes presentan hiperglucemia, esta
condicion los expone a complicaciones vasculares y, eventualmente genera un dafio grave en
diversos organos vitales (OMS, 2025). Cabe destacar que hay algunas enzimas
imprescindibles en la descomposicion de carbohidratos, entre ellas la a- amilasa y la o-

glucosidasa.
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3.4.2 Enzimas o-glucosidasas

Hacen referencia a un grupo de enzimas a-glucosidasa (glucoamilasa, la sacarasa, la maltasa
y la isomaltasa) cuya funcién es catalizar la descomposicion de almidones y disacaridos a
glucosa mediante una reaccion de hidrolisis (Figura 12). Se encuentran el diferentes tejidos
y organos, principalmente en el intestino delgado y desempenan funciones criticas en el

metabolismo celular y la digestion (Akmal, Patel, & Wadhwa, 2024).

CH,OH

HOCH, CH,OH

% 0
OH 0 HOCH,
o) H a-glucosidasa OH O
CHon + HzO —_— I HO
OH OH CH,OH
2
OH OH OH H
OH OH

a-D-glucopiranoésido-(12)-B-D-fructofurdsido

sacarosa a-D-glucosa B-D-fructosa

Figura 12. Hidrolisis de la sacarosa por accion de la enzima a-glucosidasa.

3.42.1  Inhibidores de la a-glucosidasa

La inhibicién de esta enzima retrasa la absorcion de carbohidratos complejos, ayudando asi
a regular los niveles de glucosa posprandial. Es por ello que algunos inhibidores reversibles
se utilizan como agentes terapéuticos en el manejo de la diabetes tipo 2 y son alternativas
viables para pacientes no aptos para los medicamentos convencionales como la metformina.
Entre los inhibidores principales de esta enzima tenemos la acarbosa, voglibosa y el miglitol

(Figura 13) (Akmal, Patel, & Wadhwa, 2024).
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Figura 13. Principales inhibidores de la a-glucosidasa

3.4.2.2  Ensayos de inhibicién de la enzima a-glucosidasa

Aunque actualmente podemos encontrar diferentes metodologias en la literatura, la mayoria
de las pruebas in vitro se basan en el mismo principio, la conversion de un derivado de
glucosa (Figura 14) en un producto colorido (p-nitrofenol A=405 nm) que se puede cuantificar

a cierta longitud de onda mediante la accion de la enzima.
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Figura 14. Hidrolisis del p-nitrofenil-a-D-glucopirandsido por accion de la enzima a-glucosidasa.

El proposito de estos ensayos es encontrar nuevos compuestos o extractos de plantas que
puedan actuar como inhibidores, esto se logra al compararlos con estandares (como los que

se describieron anteriormente), los cuales fungen como controles positivos.
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4 Justificacion

El cancer es una de las principales causas de muerte en el mundo. Tan sélo en el 2020 fue
motivo de mas de casi 10 millones de defunciones (OMS, Cancer, 2025). En México algunos
tumores malignos son la principal causa de muerte para determinados grupos de edad y de
acuerdo con las estadisticas, en 2023, la leucemia fue el cancer con la mayor prevalencia

entre la poblacion de 0 a 29 anos (INEGI, 2025).

No existe cura para estos padecimientos y los tratamientos actuales a base de cirugia o
quimioterapia son muy costosos y sus efectos colaterales ponen en riesgo la vida de los
pacientes. Adicionalmente, algunos farmacos contra el cancer resultan ineficaces debido a
que las células malignas desarrollan resistencia a los mismos y a la toxicidad que pueden

causar a las células sanas del organismo.

Por otro lado, en 2021, la diabetes y la nefropatia diabética ocasionaron mas de dos millones
de muertes en el mundo (OMS, 2025). Segtn las Estadisticas de Defunciones Registradas en

México, en 2021, un 13 % fue por diabetes (140 729) (INEGI, 2022).

Ademas, en 2022, se confirm6 que mas de la mitad de las personas que padecen esta
enfermedad no tomaban medicacion alguna para contrarrestarla, principalmente en los paises
de ingreso mediano bajo. La hiperglucemia es una consecuencia comun de la diabetes no

controlada, la cual, eventualmente perjudica 6rganos y sistemas del organismo (OMS, 2025).

Con base en lo anterior, en este proyecto se propone la buisqueda de nuevos agentes bioactivos
que sean efectivos para el tratamiento de la leucemia y la diabetes, teniendo como estrategia
el estudio biologico y quimico de Prunella vulgaris L. una de las plantas que se usan de
manera tradicional para combatir el cancer, padecimientos relacionados el mismo (Alonso-

Castro, y otros, 2011) y la diabetes (Raafat, Wurglics, & Schubert-Zsilavecz, 2016).

Aunque la especie asiatica P. vulgaris cuenta con estudios quimicos y bioldgicos, poco se

conoce sobre la especie nativa de Hidalgo. Es bien aceptado que una misma especie que crece
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en zonas geogréficas y condiciones climatoldgicas diferentes puede generar distintos
metabolitos secundarios, por lo que es importante conocer si la especie nativa del estado de

Hidalgo posee la misma composicion quimica y propiedades bioldgicas reconocidas en la
especie que crece en paises asiaticos.
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5 Objetivos

5.1 Objetivo general

Determinar la composicién quimica y las propiedades biologicas de Prunella vulgaris L.
(Lamiaceae) nativa del estado de Hidalgo, mediante el estudio quimico de su extracto
metanolico y pruebas biologicas in vitro, para conocer sus metabolitos principales y validar

su uso tradicional.
5.2 Objetivos especificos

e Aislar y caracterizar los principales metabolitos secundarios presentes en el extracto
metanolico de la Prunella vulgaris L. nativa del estado de Hidalgo, mediante métodos
cromatograficos y técnicas espectroscopicas, para conocer su composicion quimica.

e [Evaluar la actividad biologica del extracto metandlico, mediante un estudio in vitro
de inhibicion de células de leucemia, para determinar el potencial de la especie y sus
metabolitos en el tratamiento del cancer.

e Evaluar la actividad antioxidante del extracto metandlico y metabolitos secundarios
aislados, mediante pruebas in vitro de captura de radicales libres, para establecer su
potencial en el tratamiento del estrés oxidativo.

e Estudiar el efecto inhibidor del extracto metandlico asi como de compuestos puros
aislados sobre la enzima a-glucosidasa, mediante pruebas in vitro, para determinar si
la especie nativa de Hidalgo posee actividad hipoglucemiante y posible uso en el

control de la diabetes.
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6 Desarrollo experimental

6.1 Colecta e identificacion taxonomica de Prunella vulgaris

La colecta de la especie se llevd a cabo en la localidad conocida como El Guajolote,
municipio de Epazoyucan, Hidalgo, el 02 de noviembre de 2022. Un segundo lote del
material vegetal se colectd el 06 de septiembre de 2024 en el mismo sitio. Un ejemplar se
prepard y se llevo al Herbario del Area Académica de Biologia, donde el M. en C. Manuel
Gonzales Ledesma hizo su identificacion taxondmica, y se dejo para su deposito (JM Torres-
Valencia 173) (Figura 15). Finalmente se realiz6 otra colecta el 28 de junio de 2025 en la

zona denominada Pefas Cargadas de Mineral del Monte, Hidalgo.
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Figura 15. Prunella vulgaris en el punto de colecta.
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6.2 Obtencion de extractos

Para todos los lotes, la planta se dejo secar a la sombra durante 15 dias y se separ¢ la raiz de
la parte aérea. Esta ultima parte se sometié a molienda mecanica y se extrajo con EtOH-H,O
(7:3), MeOH y con H>0, empleando un equipo de ultrasonido SK2510HP (Shanghai Kudos
Ultrasonic Instrument Co., Itd.) (60 °C, 60 minutos, 53 KHz, Potencia 75%). En la Tabla 2

se muestran los rendimientos obtenidos para cada lote.

Tabla 2. Rendimientos de los extractos

Lote Disolvente Peso del material vegetal (g) Peso del extracto (g) Rendimiento (%)
1 EtOH-HO (7:3)  60.00 5.50 9.20
2 MeOH 150.70 20.60 13.67
EtOH-H>O (7:3) 1.00 0.2865 28.65
3 MeOH 202.70 27.56 13.60
H,O 1.00 0.2538 25.28

6.3 Obtencion de particiones

El extracto MeOH (17.8 g) se disolvio en H,O destilada (1 L) y se obtuvieron las particiones
de hexano y AcOEt . Posteriormente, la fase acuosa se llevo a pH 3.211 con HCI 10% en un
bafo de hielo y se extrajo nuevamente con AcOEt para obtener la particion AcOEt pH 3. El
pH de la fase acuosa antes de acidificar fue de 6.114. Los rendimientos de las particiones se

muestran en la Tabla 3.
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Tabla 3. Rendimientos de las particiones

Particion Peso de la particion (g) Rendimiento %
Hexano 2.2394 12.58

AcOEt sin acidificar 2.0033 11.25

AcOEt pH 3 6.1000 34.27

H>O 1.255 7.05

6.4 Cuantificacion por RMN de 'H (q-RMN)

Diferentes muestras fueron analizadas por RMN de 'H observando sefiales caracteristicas del
acido rosmarinico (AR). Con la finalidad de conocer su porcentaje relativo se llevd a cabo

una cuantificacion siguiendo un procedimiento conocido (q-NMR) (Pauli, y otros, 2014), en

el cual se utilizaron diferentes calibrantes internos (CI).

Las muestras y los calibrantes internos se pesaron en una balanza analitica (precision de 0,1
mg), se afiadid6 un volumen predeterminado (600 pL) del disolvente deuterado con la
finalidad de alcanzar una altura constante en cada medicion y se colocaron en tubos RMN
estandar (5 mm). Los tubos se conservaron tapados hasta el momento del analisis para evitar
la evaporacion y la absorcion de humedad. De manera general, todos los parametros que

contribuyeron a la cuantificacion se documentaron, incluyendo el valor integral y rango

[ppm].

6.5 Separacion cromatografica e identificacion

Las separaciones se llevaron a cabo por cromatografia en columna (CC) usando gel de silice
como fase estacionaria en columnas de vidrio de 5 cm de diametro por 50 cm de altura. El

monitoreo de las fracciones se llevo a cabo por TLC (placas de aluminio de gel de silice 60
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F2s4). La identificacion cualitativa se realizo con reveladores colorimétricos, FeCls para los

compuestos fenolicos y Ce(SOs), para los triterpenos.

Los analisis de RMN de 'H a 400 MHz, *C a 100 MHz, las cuantificaciones por RMN (q-
RMN) y el experimento en 2D (HSQC) se realizaron en un equipo Bruker de 400 MHz
empleando disolventes deuterados (DMSO-ds, CDCI3 y D20).

Las rotaciones Opticas fueron determinadas en MeOH y CHCI3 en un polarimetro Perkin

Elmer 241, utilizando una ldmpara de Na (589.3 nm).

Los espectros de IR fueron obtenidos en un espectrémetro infrarrojo por transformada de
Fourier (FT-IR) Perkin Elmer SPECTRUM GX. Las muestras se aplicaron en liquido
utilizando DMSO y CHCls.

Los puntos de fusion se determinaron en un equipo Electrothermsl modelo IA9000.

6.6 Evaluacion de la actividad antioxidante del extracto MeOH, la particion AcOEt

pH 3y el acido rosmarinico de Prunella vulgaris

La actividad antioxidante se evalu6 mediante pruebas de captura de radicales libres

conocidas.

Muestras. Se prepard una disolucion de 1 mg/mL, para ello se pes6 1 mg de cada muestra
en un matraz de aforo de 1 mL, el cual se enrasé con etanol. Posteriormente, se hicieron las
diluciones en tubos Eppendorf, para obtener las concentraciones (1, 0.5, 0.25, 0.125, 0.0625
mg/mL).

Trolox 3.9 mM (C14H1804). Después de pesar 10 mg del reactivo se trasvasaron a un matraz
aforado de 10 mL, donde se les adicionaron gotas de MeOH hasta su completa disolucion, se
completo el volumen con agua desionizada (3875.5 uM). A partir de esta disolucion se obtuvo
una serie de soluciones de Trolox en etanol con concentraciones de 0 a 300 uM (Tabla 4) que

se utilizé como referencia en las pruebas de ABTS y DPPH.
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Tabla 4. Curva de trolox.

Tubo Concentracion (uM) L stock (3875.5 nM) pL EtOH
1 0.0 0.0 1000.0

2 37.5 9.7 990.3

3 75.0 19.4 980.6

4 150.0 38.7 961.3

5 225.0 58.1 941.9

6 300.0 77.4 922.6

Acido ascérbico (CsHsOs). Se pesaron 20 mg de vitamina C y se aforaron a 100 mL con
EtOH, para obtener una disolucion stock de 20 mg/dL (1124.2 uM). A partir de esta
disolucion se obtuvo una serie de soluciones de &cido ascorbico en etanol con

concentraciones de 0 a 1124.2 uM que se utiliz6 como referencia para las pruebas de ABTS

y DPPH (Tabla 5).

Tabla 5. Curva de acido ascérbico.

Tubo Concentracion (uM) pL stock (1124.2 pM) pL EtOH
1 0.0 0.0 1000.0

2 140.5 125.0 750.0

3 281.1 250.0 500.0

4 562.1 500.0 250.0

5 843.2 750.0 125.0

6 1124.2 1000.0 0.0
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6.6.1 Determinacion antirradicalaria por ABTSe+.

En esta prueba la capacidad antirradicalaria se evalu6 con el radical Acido 2,2'-azino-bis(3-
etilbenzotiazolina-6-sulfonico) (ABTS') siguiendo una metodologia descrita (Cruz-

Cansino, y otros, 2023). La preparacion de disoluciones se describe abajo.

ABTS 7 mM. Se tomaron 38.4 mg de la sal amonica de cristales de ATBS y se les adicionaron
10 mL de H>O desionizada. La disolucién se incub6 durante 16 h a completa oscuridad y

temperatura ambiente.

Persulfato potasico 2.45 mM (K2S20s). Se pesaron 66.2 mg de K»S,0s y disolvieron en

agua desionizada para obtener una solucion aforada de 100 mL.

Tampoén fosfato S mM, pH 7.4 (NaH2PO4-H20). Se preparo pesando 0.445 g de NaH, PO, -
H,0 a los cuales se les adicionaron 490 mL de agua desionizada, hasta su completa
disolucion. Con ayuda de un potenciémetro se ajustd a pH 7.4 con una disoluciéon de NaOH
IM (gota a gota). Finalmente se transvasoé la solucion ajustada a un matraz de aforo de 500

mL, donde se enrasé con agua destilada.
Radical ABTS. Se elabor6 a partir de

e 10 mL de disolucion ABTS 7 mM

e 10 mL de disolucién de persulfato potasico 2.45 mM
Se mantuvo 12 h en completa oscuridad.

Disolucion de trabajo ABTS. Se mezclo la disolucion del radical ABTS con el tampon
fosfato hasta que su absorbancia a 734 nm fue 0.70 + 0.02 a 30°C. Lo anterior utilizando el

tampon fosfato como blanco.

En diferentes tubos Eppendorf de 2 mL se adicionaron 20 pL. de cada muestra a sus diferentes
concentraciones y 980 uL de solucion de trabajo ABTS. Se agitaron por vortex y se incubaron
a temperatura ambiente. La absorbancia se midi6 a 754 nm en un espectrofotometro (Power

Wave XS UV-Biotek, software KC Junior, USA) a los 0 y 30 min. La actividad antioxidante
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se expreso en micromoles de equivalentes de trolox (umol ET/100 g ps) y acido ascérbico

(umol EAA/100 g ps) por cada 100 g de peso seco.

6.6.2 Determinacion de la actividad antirradicalaria mediante DPPHe.

La actividad antirradicalaria se cuantifico con el radical 1,1-difenil-2-picrilhidrazilo (DPPH)

siguiendo una metodologia descrita (Cruz-Cansino, y otros, 2023), la cual se describe abajo.

DPPH. Se pesaron 7.4 mg del radical en un matraz volumétrico de 100 mL, el volumen se

completd con etanol.

Para comenzar, se tomd una alicuota de 200 uL. de cada una de las muestras a sus diferentes
concentraciones y se le anadieron 500 pL de la disoluciéon de DPPH. La reaccion transcurrio
en completa oscuridad a temperatura ambiente durante 1 h. Las lecturas de absorbancia se
tomaron a 520 nm en un espectrofotometro (Power Wave XS UV-Biotek, software KC Junior,
USA). Finalmente, la actividad antioxidante se expresd en micromoles de equivalentes de
Trolox (umol TE/100 g) y &cido ascorbico (umol EAA/100 g ps) por cada 100 g de peso

seco.
6.6.3 Determinacion antioxidante por reduccion del ion férrico (FRAP)

Esta determinacion se realiz6 de acuerdo al procedimiento descrito por (Benitez-Estrada, y

otros, 2020) con algunas modificaciones. Se prepararon diferentes disoluciones.

Amortiguador de acetato de sodio 0.3 M, pH 3.6 (CH3COOQONa). Se pesaron 2.46 g de
CH3COONa y disolvieron en agua desionizada, posteriormente se anadieron 16 mL de acido

acético glacial (C2H403) y se llevo al aforo con agua desionizada en un matraz de 100 mL.

Acido clorhidrico 40 mM (HCI). Se midieron 145 puL de HCI al 36% en 99.855 mL agua
destilada.

Cloruro férrico 20 mM (FeClz-6H20). En un matraz aforado de 5 mL se pesaron 27 mg de

FeCl3-6H>O. Se completo el volumen con agua destilada.
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Sulfato ferroso 1000 pM (FeSQ4-7H20). Se pesaron 27 mg de FeSO4-7H2O que se

disolvieron en 100 mL de agua destilada.

2,4,6-Tris(2-piridyl)-s-triazine o TPTZ 10 pM (Ci8H12N¢). Se tomaron 31.23 mg de TPTZ

y se colocaron en un matraz aforado de 10 mL el cual fue aforado con HCI 40 mM.

Disolucion de trabajo FRAP. Se prepar6 a partir del buffer CH;COONa 0.3 M, TPTZ y
FeCl3-6H>0 20 mM en relacion 10:1:1, es decir:

e 25 mL de Amortiguador de acetato de sodio 0.3 M, pH 3.6 (CH3COONa)
e 2.5 mL de disolucion TPTZ 10 mM

e 2.5 mL de disolucidon Cloruro férrico 20 mM

Se calent6 a 37 °C antes de su uso.

A partir de la disolucion de sulfato ferroso 1000 uM se prepararon diferentes concentraciones
para la curva de calibrado (0, 100, 250, 500, 750,1000 M), como se indica en la siguiente
tabla:

Tabla 6. Curva de sulfato ferroso.

Tubo pM [FeSO4+7H,0] pLstock (1000 pM) pL H>O destilada

1 0.0 0.0 1000.0
2 100.0 100.0 900.0
3 250.0 250.0 750.0
4 500.0 500.0 500.0
5 750.0 750 250.0
6 1000.0 1000.0 0.0

En diferentes tubos Eppendorf de 2 mL se adicionaron 30 uL de H>O destilada y 10 pL de

cada concentracion de las muestras y 300 puL de solucion de trabajo FRAP, asi mismo se
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considerd el blanco de la reaccion (40 pL de agua destilada y 300 pL de solucion de trabajo
FRAP). Se agitaron por vortex y se incubaron a 37 °C durante 10 min. En una placa de 96
pozos se agregaron 200 puL de cada concentracion por triplicado y se midio su absorbancia a

540 nm. Los resultados se expresaron como pmol EFe**/ 100 g,

6.7 Evaluacion de las propiedades anticancerigenas del extracto MeOH de P.

vulgaris L.

6.7.1 Evaluacion de citotoxicidad en la linea celular REH

Para esta prueba se empled el kit CytoTox 96 (Promega) y se evalud la citotoxicidad

siguiendo el protocolo proporcionado por el fabricante (Promega Corporation, 2025).

Se sembraron las células (2x104 células/pozo) en placas de 96 pozos, después de 16-18 horas
de incubacion el medio fue remplazado por medio sin rojo fenol con el tratamiento
correspondiente. Se incubaron las células durante 24 horas y se agreg6 el reactivo segun las
instrucciones del fabricante (Promega Corporation, 2025). Se hicieron lecturas a 490 nm en

un lector de placa (EnSpire, PerkinElmer).

6.8 Actividad hipoglucemiante

La actividad hipoglucemiante se evalué en la inhibicién de la enzima a-glucosidasa, de
acuerdo a metodologias establecidas con algunas variaciones (Kwon, Vattem, & Shetty,
2006); (Kim, Jeong, Wang, Lee, & Rhee, 2005), para ello se us6 acarbosa como control
positivo. A continuacion, se describe el protocolo de inhibicion de dicha enzima (Tabla 7), el

cual comenzo6 con la preparacion de disoluciones.

Hidréxido de sodio 1 M. Se pesaron 400 mg de NaOH y se adicionaron en un matraz de

aforo de 10 mL, donde se complet6 el volumen con agua destilada y se almacen6 a 4°C.
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Tampoén fosfato 100 Mm. Se prepar6 pesando 345 mg de NaH,PO, - H,0 a los cuales se les
adicionaron 20 mL de agua destilada, hasta su completa disoluciéon. Con ayuda de un
potencidmetro se ajusté a pH 6.8 con una disolucion de NaOH 1M gota a gota. Finalmente
se transvaso la disolucioén ajustada a un matraz de aforo de 25 mL, se enras6 con agua

desionizada y se almacend a 4°C.

Disolucion enzimatica 0.1 U/mL. Se tomaron 2 mg de enzima (a-glucosidasa de S.
cerevisiae) adquirida de Sigma Aldrich y se colocaron en un matraz aforado de 1 mL el cual
fue enrasado con tampon fosfato. La disolucion fue trasvasada a dos tubos Eppendorf de 1.5
mL y se mantuvo a -20°C hasta el momento de realizar el ensayo, para ello se descongel6 un
Eppendorf en hielo, se tom6 una alicuota de 6.3 puLL con micropipeta y se coloco en un tubo
falcon de 15 mL. Finalmente se agregaron 1993.7 uL de tampodn fosfato y se mantuvo a 4°C

hasta la medicion.

p-nitrofenil-a-D-glucopiranésido (pNPG) 5 mM. Luego de pesar 15 mg de pNPG en un
matraz de aforo de 10 mL protegido de la luz, este se llevo al aforo con la disolucion tampon

fosfato. La disolucion se mantuvo protegida de la luz a 4°C hasta el momento de la medicion.

Solucion de dimetilsulfoxido (DMSO) 11.5%. Luego de medir 2.8 mL de DMSO puro en
un matraz de aforo de 25 mL y enrasar con agua destilada se almaceno a 4°C. La solucion de
DMSO se prepar6d de este modo para no superar el 1% en el pocillo de reaccion en la

microplaca.

Muestras. Inicialmente se prepar6 una disolucion madre de 5 mg/mL para que en el pocillo
de reaccion de la microplaca las concentraciones fueran del orden de los g/mL. Se pesaron 5
mg de cada muestra en un matraz de aforo de 1 mL y se aforaron con solucion de DMSO
11.5% posteriormente se hicieron las diluciones en tubos Eppendorf donde se pipetearon los
volimenes necesarios para las concentraciones deseadas (5.00 mg/mL, 2.50 mg/mL, 1.25

mg/mL, 0.6250 mg/mL, 0.3125 mg/mL) y se completo6 el volumen con DMSO 11.5 %.

Acarbosa. Se pesaron 129.12 mg de acarbosa y aforaron con 10 mL de DMSO 11%.
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Tabla 7. Protocolo del ensayo de inhibicion de la enzima o-glucosidasa.

Voltimenes (pL) CN B cP CNEcp M CNEm
Tampon fosfato 100mM 120 150 120 150 120 150
Se hace por triplicado 360 450 360 450 360 450
DMSO 11.5% 20 20 - - - -
x3 60 60 - - - -
Muestra - - - - 20 20
x3 - - - - 60 60
Acarbosa - - 20 20 - -
X3 - - 180 180 - -
pNPG 5mM 60 60 60 60 60 60
x3 180 180 180 180 180 180

Incubar por 5 minutos a 37°C

Solucién enzimética 30 - 30 - 30 -
(0.1U/mL)
X3 90 - 90 - 90 -

Medir a 405 nm, Incubar por 30 minutos a 37°C y volver a medir a 405 nm

Las muestras a distintas concentraciones se pre incubaron a 37 °C durante 5 minutos con el
buffer de fosfatos 100 mM (pH 6.8) y pNPG 5 mM como sustrato. Posteriormente se adicion6

la solucion enzimatica 0.1U/mL para iniciar la reaccion y se incubd por 30 minutos a 37 °C.

Antes y después de la incubacion, se registraron las lecturas de absorbancia a 405 nm y se
compararon con acarbosa a distintas concentraciones utilizando un lector de placas (Power
Wave XS UV-Biotek, software KC Junior, USA). La actividad inhibidora de la a-glucosidasa
se determino al medir la liberacidon de p-nitrofenil proveniente del sustrato, se expresé como

% de inhibicion y se calculé mediante la siguiente ecuacion:
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196 = <(AACN — AAg) — (AAy — AAcng)
(AAcy — AApg)

) x 100
Donde:

A: absorbancia

A: diferencia de las absorbancias entre los cero y treinta minutos

CN: control negativo

B: blanco

M: muestra

CNE: control negativo no enzimatico
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7 Resultados y Discusion

De la parte aérea de Prunella vulgaris se obtuvieron los extractos de EtOH-H>O (7:3) y
MeOH, cuyo analisis por RMN de 'H (Figuras 16-17) evidencié la presencia del 4cido
rosmarinico (AR), como su metabolito principal. También, se preparo el extracto H>O con la
finalidad de observar si el AR se extrae con agua y en qué cantidad, sin embargo, no se

identificd ninguna sefal caracteristica del compuesto.

El extracto EtOH-H>O se analiz6 por TLC utilizando FeCl; como revelador y dos de las
bandas dieron positivo para fenoles. En su espectro de RMN (Figura 16) se identificaron
sefales caracteristicas de protones aromaticos entre 6.25 y 7.25 ppm, asi como sefales
vinilicas a 6.20 y 7.40 ppm. Luego de comparar esos desplazamientos con datos reportados
en la literatura (Sicker, Zeller, Siehl, & Berger, 2019) se concluy6 que pertenecian al AR.

Ademas, entre 3.00 y 4.00 ppm se observaron sefiales tipicas de carbohidratos.

El andlisis por TLC del extracto metandlico también evidencid la presencia de dos
compuestos fenolicos. Al estudiarlo por RMN (Figura 17) y comparar los desplazamientos
obtenidos con reportados por otros autores (Sicker, Zeller, Siehl, & Berger, 2019) se
determind que el AR era su metabolito principal. Finalmente, entre 3.00 y 4.00 ppm se
observaron sefiales de carbohidratos. Aunque la composicion quimica de ambos extractos
resultd ser la misma, se buscaba determinar cudl disolvente proveia una mejor extraccion del

AR.
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Sefiales tipicas de
carbonidratos

Sefiales de protones
vinilicos y aromaticos
del 4cido rosmarinico

T T T T T T T T T T
125 1.5 10.5 95 90 85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10 05 00

Figura 16. Espectro de RMN de *H (400 MHz) en DMSO-ds, del extracto EtOH-H.0 (7:3).
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Sefiales de carbonidratos

Sefiales del &cido rosmarinico

T T T T T T T T T T T T T T
120 115 11.0 105 100 95 90 85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10 05 00

Figura 17. Espectro de RMN de 'H (400 MHz) en DMSO-ds, del extracto MeOH.

38



7.1 Cuantificacién por RMN de 'H del 4cido rosmarinico en los extractos

Se determind que en el extracto MeOH el AR se encuentra en un porcentaje de 7.84%,
mientras que en el extracto de EtOH-H>O (7:3) es alrededor de 7.40%. Se muestran los
resultados obtenidos (Tablas 8-9). La cuantificacion del AR en estos extractos mediante
RMN de 'H (q-NMR) (Pauli, y otros, 2014) permitié conocer que este metabolito se extrajo

mejor con metanol, por lo que se decidié continuar con el estudio quimico de este extracto.
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7.2 Estudio quimico de las particiones

El extracto MeOH se disolvio en agua y se obtuvieron las particiones de hexano, AcOEt y

AcOEt a pH 3, las cuales se analizaron por RMN de 'H (Figuras 18-21).

—7.2596

-(CHy)-

Protones vinilicos de
acidos grasos insaturados ‘
| ‘

| o |

I
I AVRTAN JJ Wy
L J XAMJWMWJ\J \\Vw/ﬂl UJ“ o N

T T T T
25 20 15 10 05 0.0
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120 115 110 105 100 95 90 85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 3.0

Figura 18. Espectro de RMN de *H (400 MHz) en CDCls, de la particion de hexano.

En la particion de hexano (Figura 18) se observo una sefial caracteristica de protones vinilicos
de acidos grasos insaturados (5.50 ppm). Las sefales entre 4.00 y 4.50 ppm corresponden a

grasas vegetales. Alrededor de 1.30 ppm se identificd una sefal caracteristica del grupo

metileno.

La particion de AcOEt pH 6 (Figura 19) mostr6 sefiales de los protones vinilicos y aromaticos

del AR asi como una senal simple alrededor de 5.25 ppm, un desplazamiento cominmente

asociado a protones de acidos grasos.
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AcOEt

—7.2600

AcOEt

AcOEt

Acido rosmarinico

(AR) ﬂ
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Figura 19. Espectro de *H (400 MHz) en DMSO-ds, de Ia partlcmn de AcOEt pH 6 (obtenlda antes
de acidificar).
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Figura 20. Espectro de *H (400 MHz) en DMSO-de, de la particién de AcOEt pH 3 (obtenida
después de acidificar).
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En el espectro de RMN de la particiéon de AcOEt pH 3 (Figura 20), ademas de las sefiales
identificadas en la particion de AcOEt pH 6, se observaron las seafnales de los protones

fendlicos y diasterotopicos del AR.

Finalmente, el especto de la particion acuosa (Figura 21) evidencid la presencia de protones
base de OH de carbohidratos (3.00-4.00 ppm) y senales de los protones H-1 de la a- y B-D-
glucopiranosa. Cabe resaltar que no es posible saber cual de los dos azucares (a, B) es el que
se encuentra de manera natural en la planta, pues al disolver el extracto MeOH en agua
ocurrid una reaccion de epimerizacion que dio lugar a un equilibrio entre los mismos.
También es probable que ambos azucares formen parte de la composiciéon quimica de esta

especie.

‘ Protones base de OH de carbohidratos

‘ Proton H-1 h

Proton H-1 ‘ B-D- glucoplranosa
o-D- glucoplranosa JL ‘ L
\ i

\
%J . J 'J N“ W.,F "wm\

5.6 5.4 5,2 5.0 4.8 4.6 4.4 4.2 4.0 3,8 3.6 3.4 3,2 3.0

de carbohldratos

o (il

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
125 120 115 11.0 105 100 95 90 85 80 75 7.0 65 6.0 5.5 50 45 4.0 35 3.0 25 20 15 1.0 05 0C

Figura 21. Espectro de *H (400 MHz) en D0, de la particién de H-O.

Protones anoméricos ‘ i
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7.3 Cuantificacién por RMN de 'H del acido rosmarinico en las particiones de

AcOEt

Segun autores (Sicker, Zeller, Siehl, & Berger, 2019), la mayor cantidad de AR se encontraria
contenida en fracciones de AcOEt extraidas a pH 3. Con el fin de corroborar lo anterior se
realizd una cuantificacion para las particiones de AcOEt (antes de acidificar y a pH 3.211)
(Tabla 10 y Tabla 11). De este modo, se determind que en la particion AcOEt su porcentaje
relativo es del 34.83%, mientras que en la particion AcOEt pH 3 el compuesto se encuentra

en un porcentaje aproximado de 73.56%.
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7.4 Aislamiento, purificacion e identificacion de compuestos

7.4.1 Acido rosmarinico

Se tomaron 517.6 mg de la particion AcOEt pH 3 y se llevo a cabo su separacion por CC.
Para ello se empac6 una columna cromatografica de 3 cm de diametro con 8” de gel de silice
(47.5 g) y se utilizaron mezclas de CHCl3-AcOEt-HCOOH como fase mévil (Tabla 12) para
obtener un total de 60 eluatos de 20 mL cada uno. Su monitoreo por TLC evidenci6 que el
AR se encontraba en la fraccion B (eluatos 8-12), la cual se concentro6 a presion reducida en

el rotavapor y se peso (150.7 mg, 29.12 %).

Tabla 12. Fase movil que se utilizé en la purificacion del acido rosmarinico.

Disolvente Proporcion mL
5:4:0.5 490
5:4:0.6 150
5:4:0.7 150
CHCl3-AcOEt-HCOOH
5:4:0.8 150
5:4:0.9 150
5:4:1.0 50
Acetona 1 50
MeOH 1 50

Su espectro de RMN de 'H (Figura 22) mostrd sefiales a 7.50 y 6.25 ppm pertenecientes a
los protones de la olefina trans (posiciones 3 y 2, respectivamente). Las sefiales entre 6.50 y
7.25 ppm corresponden a los protones aromaticos. En 3.00 y 2.90 ppm se encuentran las
sefales correspondientes a los protones de diasterotdpicos (a y b, respectivamente) de la

posicién 3".
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Figura 22. Espectro de RMN de *H (400 MHz) en DMSO-dg, del 4cido rosmarinico aislado de
Prunella vulgaris L.

El espectro de '3C (Figura 23) se observaron las 18 sefiales esperadas, de las cuales aquellas
con desplazamientos de 170.98 y 166.01 ppm se asignaron a los carbonilos 1" y 1,
respectivamente, mientras que las correspondientes a los carbonos vinilicos 2 y 3 se
observaron en 113.35 y 145.95 ppm, correspondientemente. Asimismo, las sefiales de los
carbonos alifaticos 2" y 3" tuvieron un desplazamiento de 72.99 y 36.19 ppm, en ese orden.
El resto de las sefiales se asignd mediante el experimento HSQC (Figura 24) y por

comparacion con datos de la literatura (Sicker, Zeller, Siehl, & Berger, 2019).
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Figura 23. Espectro de RMN de *C (100 MHz) en DMSO-ds, del 4cido rosmarinico aislado de
Prunella vulgaris L.
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Figura 24. Espectro HSQC en DMSO-ds, del &cido rosmarinico aislado de Prunella vulgaris L.
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Como se mencion¢ arriba, los desplazamientos (en ppm) obtenidos se contrastaron con los

reportados (Sicker, Zeller, Siehl, & Berger, 2019) (Tabla 13) para confirmar que este

compuesto es acido rosmarinico.

Tabla 13. Comparacién de los datos de desplazamiento quimico (en ppm) de *H-RMN entre el &cido
rosmarinico aislado de P. vulgaris L. y el reportado por (Sicker, Zeller, Siehl, & Berger, 2019).

6 en ppm, multiplicidad, (J en Hz)

Asignacion

AR aislado de Prunella vulgaris L. AR reportado

7.46, d, (15.9) 7.47,d, (15.9) 3
7.00, dd, (8.2, 2.1) 7.00, dd, (8.1; 1.6) 6'
6.52, dd, (8.1, 1.9) 6.53, dd, (8.0; 1.6) 6"
6.67, d, (2.1) 6.69, d, (1.6) 2"
6.77,d, (8.2) 6.77,d, (8.1) 5'
6.63, d, (8.0) 6.65, d, (8.0) 5"
7.05,d, (2.1) 7.06, d (1.6) 2'
6.24, d, (15.9) 6.24,d, (15.9) 2
5.02, dd, (8.5, 4.2) 5.04, dd, (8.3, 4.2) 2"
2.99, dd, (14.4,4.2) 2.99,dd, (-14.2,4.2) g

2.89, dd, (14.39, 8.52)

2.91, dd, (-14.2, 8.3)

El compuesto también se analizo por FT-IR en un rango de 4000 a 500 cm™'. En la figura 25

se muestra la asignacion las bandas de vibracion de los grupos funcionales caracteristicos del

acido rosmarinico (AR). Se identificé la banda caracteristica del grupo carbonilo alrededor

de 1750 cm’!, mientras que la banda presente a 750 corresponde al enlace simple carbono-

oxigeno.
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Figura 25. Espectro de infrarrojo del &cido rosmarinico aislado de Prunella vulgaris L.

Se determind el intervalo de fusion (168-180°C) del compuesto para su posterior

comparacion con aquel reportado en la literatura p.f. (171-175 °C) (Sicker, Zeller, Siehl, &
Berger, 2019).

Ademas, se obtuvo la rotacién optica especifica del AR purificado de P. vulgaris L. [a]30¢ =
+83.4 (¢ 0.98,MeOH) y del AR de Sigma Aldrich [a]3%°¢ = +81.3 (¢ 1.01, MeOH) para

contrastarlas con la que se encuentra reportada [a]30°¢ = +78.0 (MeOH) (Sicker, Zeller,

Siehl, & Berger, 2019).

Finalmente, los desplazamientos (en ppm) obtenidos se contrastaron con los reportados en la
bibliografia (Sicker, Zeller, Siehl, & Berger, 2019) (Tabla 13) para confirmar que este

compuesto es acido rosmarinico.
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7.4.2 Mezcla de acido ursdlico y oleandlico

Se tomaron 1.0020 g de la particion AcOEt pH 3 y se llevo a cabo una CC. Para ello se
empaco la columna cromatografica de 5 cm de diametro con 8” de gel de silice (90 g) y se
usaron mezclas de CHCl3-AcOEt-HCOOH (5:4:0.5-5:4:1.0) de 300 mL cada una, como fase
movil para obtener un total de 87 eluatos de 20 mL. Su monitoreo por TLC condujo a un total
de siete fracciones; A (eluatos 9-13), B (14-20), C (21-27), D (28-48), E (49-55), F (56-72) y
E (73-87). La fraccion A dio positivo para triterpenos con el revelador de Ce(SO4)> (123.2
mg, 12.30%). Este procedimiento se repitio para 5.4548 g de las particiones de AcOEt (pH 3

y pH 6) con rendimientos similares.

Las fracciones de las cromatografias descritas anteriormente que dieron positivo para
triterpenos (500.5 mg, 9.18%) se analizaron por TLC vy, al comparar el Ry de un triterpeno
que parecia ser el compuesto predominante de estas fracciones con una muestra autentica de

acido oleandlico (AO), se confirmd su presencia en las mismas.

Para la separacion cromatografica (CC) de estas fracciones se aplico en sélido una muestra
de 500.50 mg, se utilizo gel de silice (45 g) como fase estacionaria y gradientes de hexano-
AcOEt como fase movil (Tabla 14) en una columna cromatografica de 3 cm de diametro. A
partir del estudio de los 115 eluatos por TLC, se obtuvieron 12 subfracciones, la mezcla de

triterpenos se aislo en la subfraccion G (eluatos 41-54) (26.1 mg, 5.22%).

Tabla 14. Fase movil utilizada en el aislamiento de la mezcla de triterpenos.

Disolvente Proporcion mL
100:0 150
85:15 100
90:10 100
Hexano-AcOEt 80:20 100
75:25 100
70:30 200
50:50 100
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Acetona 1 50
MeOH 1 100

El espectro de RMN de 'H de la subfraccion Z (Figura 26) y su comparacion con datos
reportados en la bibliografia (Ludefia Huaman, Tupa Quispe, Huaman Quispe, Serrano
Flores, & Robles Caycho, 2021) revel6 que el AO se encontraba en mezcla con 4cido ursolico
(AU). Luego de integrar las sefiales caracteristicas de cada uno, se determind que se
encuentran en proporcion (30:70), respectivamente. Esa determinacion se llevo a cabo luego

de integrar sus sefales distintivas.

7.2600.-CDCI2

acido ursolico (AU) acido oleandlico (AO)
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Figura 26. Espectro de RMN de 'H en CDCls, de la mezcla de acido oleandlico y ursélico aislada
de Prunella vulgaris L.

Estos triterpenos son comunes en el género Prunella (Zholdasbayev, Atazhanova, Musozoda,
& Musozoda, 2023). Segun diversos estudios (Ryu, Lee, Lee, Kim, & Zee, 1992); (Cantrell,
Franzblau, & Fischer, 2001); (Darshani, Sen Sarma, Srivastava, Baishya, & Kumar, 2022)
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son frecuentes en varias especies medicinales y han demostrado actividad anticancerigena,

antibacteriana y antiviral.
7.4.3 Acido ursélico

La mezcla de triterpenos se disolvio en MeOH y se mantuvo en refrigeracion durante 72 h
para dar lugar a un precipitado blanco, que se identific6 como acido ursélico (AU). A
continuacion, se describen las sefiales representativas del compuesto en su espectro de RMN
de 'H (Figura 27). Las sefiales simples entre 0.75 y 1.20 ppm corresponden a los protones de
las posiciones 25, 26 y 27 respectivamente, mientras que las sefales dobles (poner
desplazamientos en ppm) se atribuyen a los protones de las posiciones 18 y 30. Finalmente,
la senal doble de dobles a 3.20 ppm, para CH base de OH, se debe a protén de la posicion 3

y la seiial triple a 5.30 ppm pertenece al proton del enlace doble ubicado en la posicion 12.

A=A~ 1=

7-2600-CDCI3

4cido ursélico (AU) 21 25

26
27

30,

J | 1}? | ’;L 18 L\Lm.-‘_‘”

70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 1.0 0.5 00
ppm

Figura 27. Espectro de RMN de 'H (400 MHz) en CDCls, del acido ursélico purificado de Prunella
vulgaris L.
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El compuesto también se analizé por FT-IR en un rango de 4000 a 500 cm™'. La figura 28
muestra las bandas de vibracion del 4cido ursélico y sus grupos funcionales caracteristicos,

la interpretacion y asignacion se realizaron de acuerdo con los datos de la bibliografia

(Busuioc, Costea, Dediu Botezatu, Furdiu, & Dinica, 2023).

102
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Figura 28. Espectro de infrarrojo del acido ursolico purificado de Prunella vulgaris L.

Se determind el intervalo de fusion (200-210 °C) del compuesto para su posterior

comparacion con aquel reportado en la literatura p.f. (289-290 °C) (National Institutes of

Health (NIH), s.f.).
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Finalmente, su rotacion optica especifica fue [a]2°°C = 4+30.5 (¢ 0.07, CHCl5) y se equipard

con la que se encuentra reportada [a]3°© = +62.3 (c 1.15, CHCl;) por (National Institutes
of Health (NIH), s.f.).

7.4.4 Otros

En varias fracciones se observo la presencia en mezcla del AR otro compuesto fendlico

relacionado estructuralmente, el cual estd en proceso de elucidacion.
7.5 Cuantificacion absoluta por RMN de 'H (q-RMN) del 4cido rosmarinico

Se determind que pureza relativa del AR purificado de P, vulgaris L. (Tabla 15) es de 83.10%
y, a modo de comparacion, se determino el porcentaje relativo del AR adquirido de Sigma

Aldrich (94.40%) (Tabla 16). El valor reportado por el fabricante es de 96%.
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7.6 Evaluacion de la capacidad antioxidante

Se evalud la capacidad antioxidante del extracto MeOH, la particion AcOEt pH 3 y el 4cido
rosmarinico de P. vulgaris mediante tres pruebas complementarias, las muestras mostraron
importante actividad in vitro de captura de radicales libres, la cual es consistente con estudios

previos (Sarosi & Bernath, 2008).

Otros estudios reportados (Pan, Wang, & Chen, 2022) comprobaron que el extracto etanolico
al 50 % de P. vulgaris presentaba una alta actividad antirradicalaria y antioxidante, el hallazgo
principal de este estudio fue que el 4cido rosmarinico, y no los flavonoides, es el componente

principal y responsable de la actividad antioxidante demostrada por el extracto.

7.6.1 ABTSe+

Para evaluar la capacidad antioxidante de la especie en la neutralizacion y reduccion del
radical catidonico ABTS se interpolaron los datos obtenidos en las curvas de valoracion de
trolox (Figura 29) y acido ascorbico (Figura 30). Los resultados se muestran a continuacion

(Tabla 17).

Curva de calibracion de trolox
0.6000

0.5000

0.4000

y =-0.0007x + 0.5534
R?=10.9478

0.3000

Absorbancia

0.2000
0.1000

0.0000
0 50 100 150 200 250 300 350
Concentracion (uM)

Figura 29. Curva de calibracion de trolox para el ensayo ABTSe+.
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Absorbancia

Curva de calibracion de acido ascorbico

0.7000
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04000 | o
03000 e
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y =-0.0005x + 0.5932
R?=0.9766

0.1000

0.0000
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Figura 30. Curva de calibracion de &cido ascorbico para el ensayo ABTSe+.

61



Tabla 17. Determinacion de la capacidad antioxidante por el método ABTSe+.

Muestra Concentracion?  Absorbancia umol Eq T/g ps ® pmol Eq AA/g ps ©
1.0000 0.4777 5.4095 + 0.1798 0.2020 + 0.0044
0.5000 0.5310 3.9143 + 1.2122 0.2175 + 0.0368
Saracto 0.2500 0.5567 : 0.25565 + 0.0885
0.1250 0.5853 - 0.1100 + 0.0491
0.0625 0.5783 - 0.4159 + 0.3218
1.0000 0.0753 34,1476 + 0.2182 0.9054 + 0.0053
0.5000 0.2860 38.2000 + 1.7843 1.0741 % 0.0437
Asgréitcz)f"f" 3 0.2500 0.4460 30.6857 + 0.8571 1.0294 £ 0.0210
0.1250 0.5027 38.5143 + 7.2731 1.2662 + 0.4229
0.0625 0.5350 21.0286 + 8.6284 1.6280 % 0.2112
1.0000 0.0097 38.8381 + 1.0160 1.0202 + 0.0249
’ 0.5000 0.1423 58.7238 + 3.1472 1.5765 + 0.0770
rosﬁgﬂ‘r’“co 0.2500 0.3580 55.8286 + 1.7379 1.6448 £ 0.0425
0.1250 0.4507 49.0857 + 0.4041 1.9935 + 0.4078
0.0625 0.5197 38.5524 + 2.6393 2.0569 + 0.0646
2mg/mL

®micromoles de equivalente de trolox por cada g de peso seco
¢ micromoles de equivalente de acido ascérbico por cada g de peso seco

7.6.2 DPPH-

Se evalu¢ la capacidad antioxidante de la especie en la reduccion del radical libre DPPH al
interpolar los datos obtenidos en las curvas de valoracion de trolox (Figura 31) y acido

ascorbico (Figura 32). Los resultados se muestran abajo (Tabla 18).
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Figura 31. Curva de calibracion de trolox para el ensayo DPPHe.

Curva de calibracién de acido ascorbico
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Figura 31. Curva de calibracion de &cido ascorbico para el ensayo DPPHe.

63



Tabla 18. Determinacion antirradicalaria por DPPHe.

Muestra Concentracion?  Absorbancia umol Eq T/g ps ® pmol Eq AA/g ps ©
1.0000 0.3580 16.6518 + 0.5199 32.8246 + 1.3598
0.5000 0.4660 29.4918 + 0.7978 75.6185 + 2.0866
E,\)jltergﬁo 0.2500 0.9133 i 246.1292 + 2.0887
0.1250 1.2697 - 626.1046 + 5.4828

0.0625 1.4907 - 1361.6246 + 12.1416
1.0000 0.1213 20.8282 + 0.2853 21.9015 + 0.7461
0.5000 0.1017 42.3506 + 0.4945 41.9877 + 1.2934
Asgréitcz)f"f" 3 0.2500 0.1143 83.8071 + 1.1034 86.3138 + 2.8858
0.1250 0.2017 155.2847 + 1.0966 204.8738 + 2.8680

0.0625 0.8053 150. 2400 + 5.3906 829.0708 + 14.0986
1.0000 0.1137 20.9635 + 0.1542 21,5477 + 0.4032
’ 0.5000 0.1270 41.4565 % 0.7207 44,3262 + 1.8850
rosﬁ%igi(r)}ico 0.2500 0.1363 82.2541 + 0.4075 90.3754 % 1.0659
0.1250 0.1413 163.8024 + 3.2389 182.5969 + 8.4709

0.0625 0.2707 291.0871 + 5.7335 460.7015 + 14.9952

2mg/mL

®micromoles de equivalente de trolox por cada gramo de peso seco

¢ micromoles de equivalente de acido ascorbico por cada gramo de peso seco

7.6.3 FRAP

Finalmente, se evalud la capacidad antioxidante de esta planta en la reduccion del 16n férrico,

para ello se interpolaron los datos obtenidos en la curva de valoracion de sulfato ferroso

(Figura 32). Los resultados se muestran abajo (Tabla 19).
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Absorbancia

Curva de calibracién de sulfato ferroso
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Figura 31. Curva de calibracién de sulfato ferroso para el ensayo FRAP.
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Tablal9. Determinacidn antioxidante por reduccion del ién férrico (FRAP).

Muestra Concentracion® Absorbancia umol Eq Fe (11)/g ps @
1.0000 0.7167 0.0690 + 0.0064
0.5000 0.3917 0.0644 + 0.0085
Extracto
MeOH 0.2500 0.2875 0.0816 +0.0112
0.1250 0.1742 0.0604 + 0.0255
0.0625 0.1417 0.0620 + 0.0195
1.0000 2.3275 0.2516 + 0.0279
. 0.5000 1.8650 0.3984 + 0.0266
Particion
AcOEt pH 0.2500 0.8708 0.3460 + 0.0310
3 0.1250 0.9496 0.7635 + 0.0863
0.0625 0.2788 0.3105 + 0.0245
1.0000 2.7642 0.3011 + 0.0058
0.5000 2.6479 0.5758 + 0.0115
Acido 0.2500 2.3744 1.0277 + 0.0662
rosmarinico
0.1250 1.3142 1.0940 + 0.1166
0.0625 0.4404 0.6037 + 0.0242
2mg/mL

dmicromoles de equivalente de Fe (I1) por cada gramo de peso seco

7.7 Estudio citotoxico

Se realizd ensayo in vitro para evaluar la citotoxicidad del extracto metandlico de Prunella
vulgaris L., los resultados obtenidos se presentan a continuacion (Tabla 20). En el ensayo se
observo una disminucion sobre la viabilidad de las células REH con concentraciones de 200,

300 y 400 pg/mL, esto después de un periodo de 48 h.

Los mecanismos de accion de este extracto no han sido elucidados, ya que este trabajo
presenta el primer estudio de los efectos citotoxicos de esta especie sobre esta linea celular.
Sin embargo, hay estudios que demuestran que el 4cido rosmarinico inhibe la proliferacion
celular en lineas celulares de pancreas (PANC-1), prostata (PC-3), colon (HT-29), mama

(MDAMB 436) y glioblastoma (T98G) y a partir de algunos otros se comprobd que el acido
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oleanodlico de induce la apoptosis de células de adenocarcinoma de pulmén (Pan, Wang, &

Chen, 2022).

Tabla 20. Ensayo de citotoxicidad del extracto metanolico en células REH (48 horas).

Concentracion Células viables

Muestra (ug/mL) (%)
SITx - 94.75
50.0 94.05
100.0 84.65
Extracto MeOH 200.0 42.43
300.0 33.07
500.0 41.30

7.8 Actividad hipoglucemiante

7.8.1 Ensayo de inhibicion de la enzima a-glucosidasa

El extracto MeOH, la particion AcOEt pH 3 y el acido rosmarinico de Prunella vulgaris L.
mostraron importante actividad en la inhibicion de la a-glucosidasa in vitro (Tabla 21). Se

uso acarbosa como control positivo.

Dado que no fue posible clacular la dosis inhibitoria 50 (IC 50) del extracto y la particion de
AcOEt pH 3, se utiliz6 la curva de la acarbosa (Figura 32) para determinar su porcentaje de

inhibicion (1%) a una concentracion de 5.00 mg/mL, el cual es 30.65 %.

El extracto MeOH mostr6 el mismo porcentaje de inhibicion de que la acarbosa a 5.00 mg/mL
cada uno, el cual fue de 30.65%. Sin embargo, la particiéon de AcOEt exhibi6 un 93.86% a
esa misma concentracion, es decir, 3.06 veces mas eficaz que el extracto MeOH vy el control

positivo.
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Estos resultados son congruentes con aquellos reportados previamente (Raafat, Wurglics, &
Schubert-Zsilavecz, 2016), donde los autores llevaron a cabo un fraccionamiento bioguiado,
el cual demostré que una fraccion rica en acido rosmarinico y acido cafeico inhibi6 las
enzimas hidrolizantes de carbohidratos (a-glucosidasa y a-amilasa). Ademas, dicha fraccion
redujo los niveles de glucosa en sangre y mejor6 el estrés oxidativo in vivo de una manera
mas significativa que cantidades equivalentes de los compuestos puros o de la planta

completa.

Otros estudios reportados (Pan, Wang, & Chen, 2022) concluyeron que esta especie podria
prevenir la aterosclerosis diabética luego de efectuar experimentos donde el extracto acuoso

elimind la hiperglucemia y la disfuncién vascular in vivo.

Luego de graficar las concentraciones de AR aislado de P. vulgaris utilizadas contra los 1%
se obtuvo su IC 50, la cual fue 4.99 veces menor que el de la acarbosa. Aunque su mecanismo

se accion se desconoce, es evidente que posee una marcada actividad hipoglucémica.
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Tabla 21. Inhibicién de la enzima o-glucosidasa.

Muestra Concentracion®  Inhibicion (%o) IC50
12.9121 67.84 +1.26
1.2912 20.65 +2.47
Acarbosa 9.0328
0.0129 4,30 £1.07
0.0013 2.07 +0.71
5.0000 30.65 +2.86
2.5000 22.83 £3.53
Extracto
MeOH 1.2500 18.53 +2.45 -
0.6250 7.23 +0.94
0.3125 8.55 +0.14
5.0000 03.86 +2.21
2.5000 86.05 +0.29
Particion
ACOEt pH 3 1.2500 80.24 +2.51 -
0.6250 71.18 +1.68
0.3125 58.93 +2.54
5.0000 84.05 +0.47
2.5000 69.82 +1.69
Acido 1.2500 35.10 +3.93 1.8088
rosmarinico
0.6250 14.80 +0.39
0.3125 448 +1.73
2mg/mL
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Conclusiones

Se aislo y caracterizo el 4cido rosmarinico de Prunella vulgaris L. nativa del estado
de Hidalgo, el cual es el metabolito principal del extracto MeOH y de la particion de
AcOEt pH 3.

Se aislo y caracterizo el acido ursolico de Prunella vulgaris L. nativa del estado de
Hidalgo, un triterpeno comun en el género Prunella.

Se identifico la presencia del acido oleandlico en mezcla con el 4cido ursolico, ambos
triterpenos son muy comunes en esta especie.

Se determino el porcentaje relativo del 4cido rosmarinico utilizando un procedimiento
conocido (q-NMR) en extractos, lo que permitio identificar el disolvente que extraia
mejor este compuesto.

Se determino el porcentaje relativo del dcido rosmarinico utilizando un procedimiento
conocido (qg-NMR) en particiones de AcOEt extraidas a diferentes valores de pH, lo
que permiti6 corroborar que este compuesto se extrae mejor a pH 3.

Se determiné el porcentaje relativo de una muestra autentica de acido rosmarinico
obtenido de Sigma Aldrich utilizando un procedimiento conocido (q-NMR), los
resultados obtenidos coinciden con el porcentaje reportado en el marbete.

Se evalu6 por primera vez el efecto citotoxico de esta especie sobre la linea celular
REH. Las concentraciones del extracto metanolico de 200, 300 y 400 pg/mL
mostraron una marcada actividad citotdxica.

La actividad in vitro de inhibicidn de la enzima a-glucosidasa del extracto MeOH, la
particion AcOEt pH 3 y el 4cido rosmarinico de P. vulgaris evidencio que esta especie
puede ser util en el tratamiento de la hiperglucemia.

A partir del ensayo de inhibicion de la enzima a-glucosidasa se calculo la dosis
inhibitoria 50 del &cido rosmarinico, la cual resulto ser 4.99 veces menor que el
control positivo utilizado (acarbosa).

La potente actividad in vitro de captura de radicales libres demostrada por esta especie
es evidencia de que puede ser util en en estrés oxidativo.

Los resultados de este trabajo contribuyen al conocimiento de la composicion

quimica de esta planta y a validar su uso tradicional en el estado de Hidalgo.
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