Aplicadas

UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL
ESTADO DE MORELOS

: E , Instituto de
Investigacion en
Ciencias
Q/ Basicas y

UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE MORELOS
INSTITUTO DE INVESTIGACION EN CIENCIAS BASICAS Y APLICADAS
CENTRO DE INVESTIGACIONES QUIMICAS

Determinacion de polifenoles totales de col (Brassica oleracea var. capitata)
considerado como alimento funcional y su prediccion in silico del efecto
bioldgico.

TESIS
PARA OBTENER EL TiTULO DE
LICENCIADO EN DISENO MOLECULAR Y NANOQUIMICA

PRESENTA
Miriam Denise Hernandez Camacho

DIRECTORA DE TESIS
Dra. Mayra Yaneth Antinez Mojica

Cuernavaca, Morelos noviembre 2022



Este proyecto se llevé a cabo en el Laboratorio 321 del area de productos naturales
dentro del Centro de Investigaciones Quimicas, en la Universidad Autonoma del Estado
de Morelos

.- : X & k‘-- iﬂ
i & 4 $ ;
. o
UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL \

ESTADO DE MORELOS CENTRO DE
INVESTIGACIONES QUIMICAS




Participacion en congresos

Este trabajo fue presentado en la sesion de carteles virtuales, con el nombre:
“Determinacion de polifenoles totales de la col de repollo y su prediccion in silico del
efecto bioldgico”, evento organizado por el Centro de Investigaciones Quimicas y
llevado a cabo el 3 de mayo del 2021 en la Universidad Auténoma del Estado de

Morelos en su 25 aniversario.



Dedicatorias

Esta tesis la dedico a mis padres, Ray y Luz; a mis hermanos Erik y Jiroo, ustedes han sido

la fortaleza en mi vida.

Por su incansable esfuerzo, por darme animos para no rendirme y siempre confiar en mi.
Evolucionar duele, sin embargo, hacerlo a su lado entre amenas conversaciones atenla lo

negativo.



Agradecimientos

A mi alma mater, por brindarme un lugar de inspiracién donde seguir aprendiendo.

A mis profesores por haberme brindado parte de su vida y tiempo para compartir sus

conocimientos.

A mis compafieros de laboratorio 321 del Centro de Investigaciones Quimicas por su forma
genuina de brindarme apoyo y guiarme, en especial a la Mtra. Araceli, Carlos y América.

A mi directora de tesis, la Dra. Mayra Yaneth Antlnez Mojica, por guiarme, su trato amable

y Su paciencia.



Resumen

La col o Brassica oleracea var capitata es considerado un alimento funcional no solo por su
valor nutricional sino por su contenido de metabolitos secundarios como glucosinolatos y
flavonoides que le otorgan una valiosa actividad bioldgica anticancerigena y antioxidante.
En este proyecto de tesis se establecio el contenido de polifenoles totales en los extractos
metandlicos de la col fresca, del bagazo y el jugo de este vegetal y se buscaron los
compuestos fendlicos reportados en la literatura y mediante el uso de quimioinformatica se

determinaron los posibles blancos biol6gicos.

En primer lugar, se llevd acabo la obtencibn de los extractos metandlicos antes
mencionados, asi como la obtencion de tres fases de polaridad creciente (hexano,
CHCI,/AcOEt y MeOH/H,0) de cada extracto por extraccion liquido-liquido. Posteriormente
se utilizé el método Folin-Ciocalteu para establecer el contenido de polifenoles totales de
cada uno de estos. Los resultados de la cantidad de polifenoles totales respecto a los
extractos metandlicos iniciales (col fresca A, bagazo de col B y jugo liofilizado C) mostraron
una mayor concentracion en el extracto de jugo liofilizado de col (5.72 mg Eq. acido
galico/g), en el caso de las extracciones liquido-liquido, el extracto de la fase organica
(CH.CI,/AcOEt) del bagazo de col H (12.10 mg Eq. acido galico/g) tuvo la mayor
concentracion. Por otro lado, la fase organica de col fresca E, mostro un aumento del 10 %
mas de concentracion de polifenoles comparadas con las de su respectivo extracto

metandlico inicial.

Para buscar actividad biologica in silico se seleccionaron 10 compuestos fendlicos
encontrados en col y reportados en la literatura (21-30). Se utilizaron los programas
guimioinformaticos de acceso libre: data Warrior, SwissADME, Molinspiration y para
establecer sus parametros o descriptores moleculares y PassOnline para la prediccion de
actividad bioldgica in silico En cuanto al estudio quimioinformatico de polifenoles presentes
en col, se determinaron el logP, nUmero de aceptores de enlace de hidrégeno, numero de
donadores de enlace de hidrégeno y area de superficie polar de 21-30 y se encontré de

manera general actividad antioxidante in silico para los mismos.

En conjunto los resultados muestran al extracto metandlico del bagazo con el mayor
contenido de polifenoles, el conjunto de compuestos fendlicos presentes reportados en la

literatura hacen a la col un alimento funcional con posible actividad antioxidante.
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Abreviaturas

Az Angstroms

A.E.H Aceptor de enlace de hidrégeno

ABTS  2,2- azino-bis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulforic acid)
AcOEt Acetato de etilo
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ADN Acido desoxirribonucleico
ARN Acido ribonucleico
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FFC Functional Food Center
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PN Producto natural

PSA  Polar Surface area
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rpm revoluciones por minuto
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SMILE Simplified molecular input line entry system
SOD  Superoxido dismutasa

USDA United States Department of Agriculture
uv Ultravioleta

var Variedad

w-3 Omega-3



1. Introduccion

El consumo de diversas verduras tiene grandes beneficios sobre la salud humana, gracias
a su relacién en la prevencién de muchas enfermedades, incluyendo enfermedades
cardiovasculares, diabetes, enfermedades neuroldgicas y diversos tipos de cancer. En las
Ultimas décadas los alimentos funcionales han tomado el interés de varios investigadores,
ya que producen beneficios sustanciales en la prevencion y el tratamiento de

enfermedades.

En este sentido, los vegetales cruciferos pertenecientes a la especie Brassica oleracea son
cultivados y consumidos en todo el mundo, tienen una gran importancia agronémica y
econdmica. El brécoli, las coles de Bruselas, la kale o col rizada, asi como la col, son
ejemplos de estos vegetales, Este trabajo centra su estudio en Brassica oleracea var.
capitata o col que es uno de los vegetales cruciferos mas importantes, proveniente de Asia,
costa sur y oeste de Europa, en México también es consumido en ensaladas y también
guisada. Ademas de su importancia en la gastronomia, este vegetal es considerado un
alimento funcional debido a las actividades farmacolégicas reportadas y debido a que
contiene metabolitos secundarios que son responsables del potencial farmacoldgico al ser
consumidos, tales como vitaminas, compuestos organosulfurados como los glucosinolatos
y sus derivados hidrolizados, los isotiocianatos y los polifenoles. Dentro de este Ultimo grupo
de compuestos se les relaciona con combatir las especies reactivas de oxigeno y por su

actividad antioxidante que a su vez ayuda a combatir infecciones

El objetivo de este trabajo es cuantificar los polifenoles totales del jugo y dos extractos
metandlicos de la col en fresco y su bagazo para relacionarlo con un estudio
quimioinformatico de actividad biol6gica con los polifenoles reportados en la literatura para

la col.



2. Antecedentes

2.1 Alimentos funcionales

La ciencia de los alimentos funcionales es la convergencia de dos eventos importantes en
nuestras vidas: dieta y salud. La asociacion entre comida y enfermedad es ampliamente
reconocida como la base de la prevencién nutritiva. La vision de desarrollar alimentos
funcionales refleja una filosofia oriental en la que: “la medicina y la comida tienen un origen

en comun”.

La visidn de desarrollar alimentos funcionales surgio por primera vez en Japon en los afios
80 cuando se enfrentaron a la escalada de costos por atencién médica. El ministerio de
salud y enfermedad inici6 un sistema regulatorio para aprobar ciertos alimentos con
beneficios para la salud comprobados y su objetivo principal era mejorar la salud de la
poblacion que envejecia en la nacién. En 1984 el ministerio de educacion, ciencia y cultura
en Japdn comenzo un proyecto nacional para explorar el vinculo entre la alimentacion y las

ciencias médicas. (Henry, 2010).

En 1991 la ley japonesa incorporé la definicién: “Foods For Specified Health Use” (FOSHU)
o “Alimentos para uso especifico de la salud”, que permitio las primeras declaraciones de
propiedades saludables en el etiquetado de los alimentos. Los FOSHU son alimentos que
presentan efectos benéficos en la salud al formar parte de una dieta balanceada y que no

son suplementos.

Una de las definiciones mas actuales fue introducida por el Functional Food Center (FFC),
gque menciona a los alimentos funcionales, como alimentos naturales o procesados que
contienen compuestos bioldgicamente activos conocidos o desconocidos; que en
cantidades definidas, eficaces y no téxicas proporcionan un beneficio para la salud
clinicamente probado y documentado, asi como la prevencién, manejo o tratamiento de las

enfermedades crénicas.

Los compuestos bioactivos los cuales son considerados ser la fuente de funcionalidad de
los alimentos, son metabolitos secundarios, presentes generalmente en pequefas
cantidades que pueden ejercer acciones antioxidantes, cardioprotectoras y efectos

quimiopreventivos” entre otros. (Chequer et al., 2013).



Los alimentos funcionales son clasificados dependiendo su origen o modificacion:

= Productos alimenticios fortificados, por ejemplo: pan fortificado con calcio o con
omega-3 (w-3).

= Alimentos liberados para contrarrestar los compuestos anti nutricionales producidos
por el procesamiento, por ejemplo: un compuesto toxico o un alérgeno.

= Materias primas alimentarias que se mejoran aumentando componentes especificos
por cambios en la alimentacién de los animales, por ejemplo, huevos o carnes con
alto contenido de acidos grasos w-3 0 en algunos otros nutrientes de frutas y
verduras, en la que factor que contribuye a la salud ha aumentado en algunos
tratamientos anteriores a la cosecha.

= Nuevos alimentos con un beneficio para la salud, producidos por manipulacion
genética o seleccion de nuevas variedades no consumidas antes por ejemplo arroz

con alto contenido de hierro o vitamina B.

Asi, los productos naturales tradicionales que contienen componentes que influyen en la
salud, no son estrictamente alimentos funcionales, por ejemplo, el jugo de arandano que
influye positivamente en infecciones del tracto urinario, no es un alimento funcional cuando
es consumido como tal. Sin embargo, si el jugo o su ingrediente que contribuye a la salud
en forma aislada es afiadido a otro alimento para mejorar positivamente la salud, el

desarrollado es un alimento funcional (Kaur & Das, 2011).

Comprender el requisito de las caracteristicas de los alimentos para abordar problemas de
salud especificos y la contribucion de ingredientes alimentarios especificos hacia tal
beneficio definitivamente ayuda para el desarrollo de alimentos funcionales. La tabla 1,
enumera varios compuestos encontrados en alimentos funcionales con su efecto benéfico,

como por ejemplo prebidticos y probidticos, carotenoides y flavonoides.



Tabla 1. Lista de algunos compuestos encontrados en alimentos funcionales, fuentes y beneficios
(modificado de Kaur & Das, 2011).

Antocianinas, catequinas,
cianidina, flavonoles,
miricetina y
guercetina

Carotenoides y
licopeno

Flavonoides (flavonas,
flavanonas, flavonoles, vy
flavan- 3-ol)

Acido galico, sulfuros y
tioles, guercetina y
compuestos organicos de
azufre

Acidos fenolicos y &cidos
grasos monoinsaturados

Lignanos

Estilbenos

Prebiobticos

Probi6ticos

Piel de uvas, jugo, y vino (de
uvas rojas), frutos rojos y
berenjena

Tomates, zanahorias,
pimientos, vegetales de hoja
verde, frutas y aceites de
palma.

Apio, perejil, citricos, cebollas,
té, verde, frijoles, tomates,
cacao, manzanas, frutos rojos
y chocolate

Ajo, cebolla vy
(vegetales cruciferos)

Café, té verde, té negro,
salvado de cereales, frutas,
aceite de oliva virgen extra

Linaza, frutas y verduras

Uvas y cacahuates

Platano, ajo, cebollas, leche,

miel, alcachofas.

Productos
fermentados

brocoli

lacteos 0]

Actividad antioxidante, inhibe Ila
oxidaciéon de LDL, captadores de
superéxido

Actividad antioxidante,
antiinflamatoria,  anticancerigena,
inhibe la oxidacion de LDL,

disminuye el riesgo de enfermedad
Cardiovascular.

Antioxidante, antiproliferativo,
antihipertensivo, anticancerigeno,
antitrombdético, detencién del ciclo
celular, induccién e inhibicion de
enzimas del metabolismo de
farmacos fase 2 y fase 1
respectivamente, inhibicion de la
oxidacion de LDL y mejora del tono
vascular.

Disminucién de la presién arterial

Antiinflamatorio
Estrogénico

Antioxidante, cardioprotectivo

Estimula el crecimiento y / o la
actividad 0til de bacterias en el
colon, por lo que mejora la saluddel
huésped.

Brinda soporte a la salud del tracto
intestinal, incrementa la inmunidad.



2.2 Brassica oleracea L

Dentro de los alimentos funcionales se tiene a los vegetales Brassica o cruciferos, los
cuales pertenecen a la familia Brassicaceae, originaria de la region Iran-Turkmenia. Esta
familia es relativamente grande con alrededor de 3780 especies y 338 géneros, contiene
numerosas plantas oleaginosas, medicinales y forrajeras, asi como plantas domesticadas,
usadas como alimento y condimentos, por ejemplo;lacol, los rabanos y la mostaza. También
incluye al modelo Arabidopsis thaliana L., cuya importancia se debe a su utilidad para llevar
a cabo estudios genéticos y de desarrollo vegetal (Rojas Chavéz & Vibrans, 2012). La
mayoria de las especies de la familia son hierbas anuales o perennes y casi todas las
especies se distinguen por tener flores cruciformes con cuatro pétalos y seis estambres

(cuatro largos y dos cortos).

Brassica oleracea L es una de las especies miembro de esta familia, la cual abarca las
principales formas de coles domesticadas. Esta especie ha sido cultivada por al menos
2,000 afios, posiblemente mucho mas y una amplia variedad de formas han sido
desarrolladas. Las variedades de estas coles fueron modificadas por humanos, mediante
el cultivo selectivo de diferentes partes de la planta silvestre. Algunas variedades son
acephala (col rizada y acelgas), botrytis (coliflor), capitata (col), gemmifera (col de
Bruselas), gongylodes (col rdbano o colinabo) e italica (brécoli). Segun se fue
domesticando la planta silvestre de la especie Brassica oleracea, cuya parte comestible
eran sus hojas, se fueron seleccionando y reproduciendo las plantas con las hojas mas
grandes. Dicho proceso dio lugar al desarrollo de lo que hoy dia conocemos como kale
(Brassica oleracea var. acephala), o ‘repollo sin cabeza’. Luego hubo preferencia de parte
de algunas personas por las plantas de kale que presentaban un mazo o racimo de hojas
tiernas mas compacto, las mismas agrupadas en el 4pice terminal o yema apical del tallo
de la planta. Una continua seleccién y propagaciéon de plantas con dichas caracteristicas se
estuvo llevando a cabo a través de cientos de generaciones de planta, o que eventualmente
dio lugar a lo que hoy dia conocemos como la planta de repollo (Brassica oleracea var.

capitata) o ‘repollo con cabeza’ (figura 1).



Botrytis (coliflor)

Brassica oleracea L
Planta silvestre

Gemmifera (coles de Bruselas) Gongylodes (col rdbano)

Figura 1. Diferentes variedades de Brassica oleracea L, obtenidas mediante el cultivo de diferentes
partes de la planta silvestre.
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2.3 Brassica oleracea var capitata L

La col o repollo (Brassica oleracea var capitata L) fue introducida a los Estados Unidos de

Ameérica durante el siglo XVI por Jacques Cartier en 1541 e introducciones posteriores se

realizaron por los primeros colonos. Su nombre en inglés, “cabbage”, se deriva de la palabra

francesa “caboche” que significa cabeza (Fornaris, 2005). En Latinoamérica fue introducida

por colonos espafioles y portugueses. Es la hortaliza mas importante dentro de la familia

Brassicaceae en todo el mundo, siendo China, India, Rusia 'y Corea, los principales paises

productores. En México el cultivo de col encabeza la lista de consumo con respecto de las

demas cruciferas; brocoli, coliflor, col de bruselas, etc.

a) Taxonomia

Segun la USDA, la clasificacion taxondmica de la col o repollo es la siguiente (tabla 2):

Tabla 2. Clasificacion taxonémica de col (Brassica oleracea var capitata).

Reino
Subreino
Superdivisién
Division
Clase
Subclase
Orden
Familia
Género
Especie

Variedad

Plantae

Tracheobionta
Spermatophyta
Magnoliophyta
Magnoliopsida
Dilleniidae

Capparales

Brassicaceae o cruciferae
Brassica L

Brassica oleracea L

Capitata
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b) Caracteristicas morfologicas

El tallo de la planta del repollo es mayormente no-ramificado, corto y grueso, y sus hojas
son de superficie cerosa. Un corte longitudinal de la cabeza nos permite observar que la
planta del repollo es realmente un apice de crecimiento terminal grande. Esta planta puede
alcanzar una altura de hasta 40 a 60 cm al madurar. Sus primeras hojas (las hojas
inferiores) son de superficie lisa 0 algo abollada, a menudo divididas, y algo carnosas. Estas
se expanden completamente, en algunos casos alcanzando hasta 45 cm de largo y de 30
a 60 cm de ancho. Las primeras hojas del tallo son relativamente mas pequefias y
estrechas, siendo algunas de ellas abrazadoras, que se van doblando hacia el centro de la
planta. Como resultado, la cabeza se va formando a partir de un desarrollo denso de hojas
alrededor del punto de crecimiento, siguiendo las hojas una secuencia en forma de espiral

y formando una roseta compacta. Su peso generalmente varia entre 1- 5 kg.

El color del repollo es generalmente verde, en diversas tonalidades, incluyendo verde
azulado y grisaceo. Hay también repollos de hojas rojas o parpura. En el caso del repollo
de tipo "savoy", el cual se distingue por sus hojas bastante arrugadas, el mismo pertenece
a la misma especie, pero a una variedad boténica diferente (Brassica oleracea var. sabauda
L). En cuanto a la forma de la cabeza del repollo, hay tres tipos principales: redonda,

ovalada o achatada (Fornaris, 2005).

c) Condiciones de cultivo

El repollo puede ser sembrado a mediados de abril o agosto. La cosecha ocurre
dependiendo de la variedad entre 120 a 150 dias después de la siembra (Zamora, 2016).
La temperatura 6ptima para su crecimiento estéd en los 17 °C y le favorecen temperaturas
frescas con maximas de alrededor de 25 °C. Es un cultivo de estacion fria y la humedad
ambiental lo beneficia. Con plantas desarrolladas, una exposicién al frio durante un tiempo
prolongado induce a la produccion temprana de flores y semillas. El repollo es
moderadamente tolerante a la salinidad (hasta 4 dS/m) y a la acidez del suelo, con un pH
optimo entre 6.0 y 6.8 (Vigliola, 2010).
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Valor nutricional

El valor nutricional de la col se muestra en la tabla 3 (Ogbede et al., 2015). Evidentemente
el agua es el mayor componente de este vegetal con un valor del 87.93 %, mientras que su

contenido de grasas es relativamente bajo con 0.31 % de su composicion total.

Tabla 3. Valor nutricional de Brassica oleracea var capitata/100 g

Agua 87.93+0.54
Materia inorganica 1.05+0.10
Grasa 0.31+£0.06
Fibra 3.77£0.11
Proteina 1.94+0.10
Carbohidrato 4,52 +0.22
Energia metabolizable (Kcal/100) 28.72+0.71

* Los valores son la media + error estandar de determinaciones por triplicado

La col se caracteriza también por un rico contenido de minerales que son esenciales en el
ser humano para una mejor nutricion y una vida mas sana, siendo el potasio el que se
encuentra en mayor cantidad en este vegetal con 678 mg/100g, también es una excelente
fuente de vitamina C y &cido félico (tabla 4) (Ogbede et al., 2015).

Tabla 4. Composicién de minerales y vitaminas en col

Sodio 176 + 1.16
Potasio 678 + 2.65
Calcio 28.9+1.51
Manganeso 0.67 £0.02
Cobre 0.05 £ 0.003
Hierro 2.15+0.10
Zinc 2.11 £0.04
Fosforo 26.92 £ 0.47
Acido félico 86.30 + 0.69
Vitamina A 7.14 £0.13
Vitamina C 56.37+5.21

* Los valores son la media * error estandar de determinaciones por triplicado. Tabla 3, 4 recuperadas y

modificadas de Ogbede et al., 2015.
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2.3.1 Antecedentes de fitoquimicos en col

La col tiene la ventaja no solo de proveer nutrientes sino también compuestos fitoquimicos
popularmente considerados como benéficos para el bienestar y la salud humana, en
ocasiones son inapropiadamente referidos como fitonutrientes, sin embargo, no son
considerados esenciales como las proteinas, grasas, minerales y vitaminas. En general, los
fitoquimicos son metabolitos secundarios en el metabolismo de la planta, que son
sintetizados como un sistema de defensa y son responsables de proveer a la planta su

color, aroma y sabor.

En particular, la col es rica en compuestos fitoquimicos, reconocidos como metabolitos
secundarios bioactivos que tienen, diferentes objetivos moleculares dentro de las células.
Este vegetal es rico en glucosinolatos (GLCs), sus productos de hidrdlisis (isotiocianatos e
indoles) y compuestos fendlicos que incluyen a los flavonoides y no flavonoides (Favela-
Gonzélez et al., 2020).

a) Glucosinolatos (GLCs)

Los glucosinolatos son aniones solubles en agua presentes en 16 familias de angiospermas
dicotiledéneas incluyendo un amplio numero de especies comestibles (Favela-Gonzalez et
al., 2020). Son un grupo pequefio pero diverso de mas de 130 compuestos que contienen
azufre y nitrégeno encontrados casi exclusivamente en las plantas cruciferas (1 % de su
peso en seco). La estructura de los GLCs contiene una B-D-glucopiranosa unida a través

de un atomo de azufre a un N-hidroxisulfato con una cadera lateral (R) (figura 3).

OH
(0]
HO
N
o

H

SO;

Figura 3. Estructura general de los glucosinolatos.
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b) Compuestos fendélicos (Polifenoles)

Estos compuestos se caracterizan por tener al menos un grupo aromatico unido
directamente a uno o méas grupos hidroxilo. El fenol (1) es la estructura en la que se basa
todo este grupo. El anillo aromatico en este caso es el benceno (Vermerris & Nicholson,
2006).

OH

(1)

El rango de los compuestos fendlicos varia desde simples, de bajo peso molecular,
compuestos mono-aromaticos hasta grandes complejos como taninos y polifenoles
derivados. Se puede clasificar por el nimero y disposicion de sus atomos de carbono (Tabla
5) (Vermerris & Nicholson, 2006).

Los compuestos fendlicos que ocurren naturalmente en el tejido vegetal, se pueden
clasificar en dos grupos, los flavonoides y los no flavonoides: tradicionalmente los alimentos
procesados y bebidas, tales como el té negro, vino tinto, café y cocoa pueden contener
productos de transformacion fendlica que se describen como polifenoles derivados (Crozier
et al., 2009).

15



Tabla 5. Esqueletos estructurales basicos de compuestos fendlicos

Ce-Cy Acidos fendlicos Q
COOH
Cs-C> Acetofenonas o]
C CHj
Ce-Co Acido fenilacético S COOH
Cs-Cs Acidos hidroxicinaAmicos @_//—COOH

Cs-C3 Cumarinas

(0]
T
(0]
Ce-Cy Naftoquinonas
0]
0]
Ce-C1-Cs Xantonas
0]

Cs-Co-Cs Stilbenos

C6-C5-Cs Flavonoides 0 O
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] No flavonoides

Los principales no flavonoides de importancia dietética, son los acidos fendlicos Cs- Cy,
como el 4cido galico (2), de importancia notable, el pues es el precursor biosintético, de los
taninos hidrolizables, los hidroxicinamatos Cs-Cs3, y sus derivados conjugados, asi como los
estilbenos polifendlicos Cs-C2-Cs (Tabla 5). El resveratrol (3) es un estilbeno encontrado

principalmente en uvas y el vino tinto.

OH

HO HO

HO

OH OH
Acido galico (2) Resveratrol (3)
1)) Flavonoides

Son compuestos de 15 carbonos con unidades Cs-C3-Cs (4), que tienen mas de un grupo
aromatico unido a uno o mas grupos hidroxilo. El esqueleto flavonoide esta caracterizado
por dos anillos de benceno (Ce) y un anillo heterociclico oxigenado (Cs). Son los mas
numerosos de los compuestos fendlicos y se encuentren en todo el reino vegetal, presentes

particularmente en la epidermis de las hojas y en la cascara de frutas.

Las principales subclases de flavonoides en la dieta son los flavonoles (5), flavonas (6),
flavan-3-oles (7), antocianidinas (8), flavanonas (9) e isoflavonas (10), mientras que las que
son relativamente menores como los componentes de la dieta son dihidroflavonoles (11),
flavan-3,4-dioles (12), cumarinas (13), chalconas (14), dihidrocalconas (15) y auronas (16).

El esqueleto flavonoide basico puede tener numerosos sustituyentes (figura 4).

Los azucares son muy comunes, con la mayoria de flavonoides que existen naturalmente
como glucosidos. Mientras que ambos, azlcares y grupos hidroxilo aumentan la solubilidad
en agua de los flavonoides, otros sustituyentes, como grupos metilo y unidades isopentilo,

hacen flavonoides lipofilicos. (&. Andersen et al., 2006).
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o
‘ | o) OH
OH Flavona (6) Flavan-3-ol (7) o O
X
° 49
Flavonol ( OH

‘i)_b \ / / Antocianidina (8)

Aurona (16)

<— 6
Esqueleto Flavonoide (4)

D|h|drochalcona

‘\’((‘ / Isoflavanona (10)
O O‘ o
O

@)
Dihidroflavonol (11)

Flavanona

Chalcona (14)

OH

(0]

Cumarina (13) Flavan 3, 4-diol (12)

Figura 4. Esqueleto flavonoide y principales subclases de flavonoides.
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Biosintesis de flavonoides

El término compuestos fendlicos se usa estrictamente para referirse a metabolitos naturales
que surgen biogenéticamente de la ruta shikimato /fenilpropanoide, que proporciona
directamente fenilpropanoides (&cidos hidroxicinAmicos y cumarinas) asi como la ruta
acetato-malonato policétido, que puede producir fenoles simples o ambos. Estas vias
producen una variedad de compuestos monoméricos y poliméricos (el término polifenoles
define aquellos con mas de un anillo fendlico) que cumplen una amplia gama de roles

fisiologicos en las plantas (Dewick, 2009).

Las plantas adaptadas a la tierra aparecieron entre 480 y 360 millones de afios atras, a
mediados de la era paleozoica. La habilidad para sintetizar compuestos fendlicos, ha sido
seleccionada a través del curso de la evolucion en diferentes linajes de plantas cuando tales
compuestos abordaban necesidades especificas, permitiendo asi a las plantas hacer frente
a los desafios ambientales en constante cambio durante el tiempo evolutivo. Por ejemplo,
la adaptacién exitosa a la tierra de algunos miembros de las Charophyceae, que se
consideran prototipos de plantas anfibias que presumiblemente precedieron a las
verdaderas plantas terrestres cuando emergieron de un medio acuatico a la tierra, lograron
su adaptacion mediante la formacién de compuestos fendélicos como protectores para la luz
ultravioleta. La region ultravioleta de la radiacion solar es capaz de promover la ruptura de
enlaces quimicos, de ahi que los compuestos organicos de los organismos primordiales
eran viables solo en medio acuéatico, protegidos por la absorcién de UV del oxigeno del
agua. Asi, hace unos 500 millones de afios, la diferencia quimica mas sobresaliente entre
los protistas acuaticos y plantas terrestres es la explotacion de la ruta del shikimato.
(Cheynier et al., 2013).

La ruta del shikimato proporciona aminoacidos aromaticos, particularmente los aminoacidos
L-fenilalanina, L-tirosina y L-triptéfano. Esta via es empleada por microorganismos y
plantas, pero no por animales; en consecuencia, los aminoacidos aromaticos figuran entre
los aminoacidos esenciales que el humano obtiene a través de la dieta. Los compuestos
fendlicos también se sintetizan a través de esta ruta y la ruta del acetato-malonato

(policétido), convergiendo asi ambas rutas.
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La ruta del shikimato proporciona la sintesis del aminoécido aromatico fenilalanina que es
un sustrato clave para la enzima de la ruta fenilpropanoide, fenilalanina amoniaco liasa
(PAL), Esta ultima desamina al &cido aminocinamico, que luego se convierte en p-cumarina
CoA. Este p-cumarato activado reacciona con malonil-CoA que involucra la enzima clave
chalcona sintasa y la produccién de chalconas. Después de la isomerizacion del producto,

es sintetizado el compuesto naringenina el precursor de otros flavonoides (figura 5).

Ruta del shikimato

Ruta de la rama flavonoide

O« 0
OH O’P\\OH o (Isoflavoide) (Flavonoide) o
OH
OH OH o)
Eritrosa-4-fosfato OH O | OH o
NH, O |
o) . K OH
o|:‘9 Fenilalanina OH O OH OH O
P OH Kaempferol
O CH;
Fosfoenolpiruvato OH
PAL Genisteina OH O O
o / o O |
HO™ >~ 3 SCoA IFS OH O
. Apigenina
Acido cinamico OH 0
l Can Malonil-CoA OH O OH
o o \» OH OH O OH Oy
OH)K/ ﬂ_» SCOA)K/\@ O ‘ CHI & OH
OH
‘s > 0OH y - OH OH O ANS
Acido p-cumarico p-cumaril-CoA Naringerina chalcona DFR Pelargonidina
% /
Ruta fenilpropanoide F3H
HCT Monolignoles,
lignanos DFR
LAR ANR

y lignina

OH,, Ho OH on, Ho
N OH [ OoH Benzoatos , salicilatos,
OH . OH X X
0 chi OH cumarinas y taninos
g(\ ° OH hidrolizables

Acido 5-O-p-cumarilquinico Acido-5-0-cafeoilquinico Mondmeros flavan-3-ol, dimeros, trimeros

y polimeros

Figura 5. Biosintesis de compuestos fendlicos a través de la ruta del shikimato/ fenilpropanoide y
la ruta acetato/ malonato.
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2.3.2 Fitoquimicos y actividades farmacol6gicas de Brassica oleracea var capitata.
En Brassica oleracea var capitata la actividad biologica es el resultado de la accion
concertada de un amplio espectro de los fitoquimicos anteriormente mencionados

(compuestos fendlicos y glucosinolatos).

Estudios In vitro en In vivo, asi como datos epidemiolégicos confirman sus beneficios sobre
la salud humana. El consumo de este vegetal ha sido asociado con la disminucién del riesgo
de padecer ciertos canceres comunes como el cancer de colon, prdstata, mama, rifién y
pancreas. También se ha reportado el efecto preventivo de este vegetal en enfermedades

cardiovasculares, neurodegenerativas y diabetes tipo 2.

En Brassica oleracea var capitata, se han identificado los flavonoides; miricetina, quercetina
(24), kaempferol (25), luteolina (28), delfinidina, cianidina, y pelargonidina. (Franke et al.,
2004). Particularmente, kaempferol y quercetina, han demostrado tener actividad
antioxidante, antiinflamatoria y anticarcinogénica (Manach et al., 2004).

Ademdas de compuestos flavonoides se han encontrado &cidos fendlicos, metabolitos
secundarios derivados de los aminoacidos aromaticos fenilalanina y tirosina, como son los
derivados de acidos cinamicos: acido p-cumarico (21), acido sinapico (22), acido ferulico
(23), acido cafeico (27) y vanilico, basados en el tiempo de retencién en cromatografia

liguida de alta resolucion y espectrometria de masas (Park et al., 2014).
Los glucosinolatos sinigrina (17), glucoiberina (18) y glucobrasicina (19) han sido reportados

como los mas abundantes en este vegetal. Los glucosinolatos y compuestos fendlicos con

algunas de sus actividades farmacolégicas reportadas se enlistan en la tabla 6.
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Tabla 6. Fitoquimicos reportados en Brassica oleracea var capitata.

17

18

19

20

21

22

23

Sinigrina
(glucosinolato alifatico)

Glucoiberina
(glucosinolato alifatico)

Glucobrasicina
(glucosinolato indélico)

4-metoxi glucobrasicina
(Acido hidroxicinamico)

Acido p-ctimarico
(acido hidroxicinamico)

Acido sinapico
(acido hidroxicinamico)

Acido ferdlico
(acido hidroxicinamico)

OH

22

Agente
quimioprotectivo

Agente
guimioprotectivo

Agente
quimioprotectivo

Agente
guimioprotectivo

Antioxidante

Antioxidante

Antioxidante

(Samec et al.,
2016)

(Samec et al.,
2016)

Kusznierewicz et
al., 2008)

Samec et al,,
2016

Kusznierewicz et
al., 2008)

(Koss-
Mikotajczyk et
al., 2019)

Manchali et
al.2012
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25

26

27

28

29

30

Nombre de
compuesto
Y tipo de

metabolito

Estructura

Quercetina
(Flavonol)

Kaempferol
(Flavonol)

Rutina
(Glucésido
flavonoide)

Acido cafeico o
(acido ~ oH
hidroxicinamico)
HO

Luteolina HO
(flavona) ‘ |
OH (o)
HO (o)
Dadzeina O

(Isoflavona)

OH

Genisteina
(Isoflavona)

OH

Actividad biolégica

Previene la enfermedad
coronaria e inflamacién
cronica, suprime la
proliferacion celular en
lineas de cancer de
intestino

Prevencion de
aterosclerosis e
inhibicién del

crecimiento de lineas de
bacterias (gram
positivas

y bacterias
negativas)

gram

Antioxidante

Antioxidante

Fitoestrégeno con
funciones
antibacteriales y
antiinflamatorias,
inductor de apoptosis.

Sugerida para ejercer
beneficios  coronarios,
reducir directamente
aterosclerosis 'y bajo
colesterol LDL.

Similar a Dadzeina

Referencia

(Singh et
al., 2006);
(Mageney
etal., 2017)

(Ahmed &
Rao, 2014);
(Mageney
etal., 2017)

(Ahmed &
Rao, 2014)

(Park et al.,
2014)

(Mageney
etal., 2017)

(Kuhnle et
al., 2009);
(Erdman et
al., 2007)

(Erdman et
al., 2007)



2.4 Método Folin-ciocalteu

La extraccion exhaustiva, generalmente seguida de una purificacion, es esencial para el
andlisis de polifenoles de frutas u otros materiales vegetales. Debido a la amplia gama de
compuestos, se han publicado muchos métodos diferentes, pero solo unos pocos son

universalmente aplicables.

Los métodos para la determinacion de fenoles se pueden clasificar en tres grupos:
parametros de suma simple, técnicas cromatograficas y métodos quimiométricos. La
cuantificacion del contenido total de polifenoles o de subclases simples se lleva a cabo
principalmente por medidas fotométricas. El método mas comun para la cuantificacion de
fenoles esta basado en la reaccion del reactivo Folin-Ciocalteu. Muchos métodos con
ligeras modificaciones han sido publicados, siendo el método de Singleton & Rossi uno de

los mas citados. (Weber et al., 2014).

El reactivo Folin-Ciocalteu es una mezcla de &cido fosfotingstico (HsPW12042) y acido
fosfomolibdico (HsPMo012040) que reacciona con fenoles y sustancias reductoras no
fendlicas para formar cromodgenos este Ultimo puede ser detectado
espectrofotométricamente ya que en condiciones alcalinas el oxotungstato y oxomolibdato
formados en esta reaccion redox muestran una coloracion azul proporcional a la
concentracion de fenoles. El ensayo Folin-Ciocalteu es una reaccién basada en la
transferencia de electrones, que mide la capacidad reductora de un antioxidante. Ha sido
ampliamente usado en estudios clinicos y nutricionales para medir el contenido total de

polifenoles en alimentos derivados de plantas y muestras biolégicas.

Los resultados del ensayo Folin-Ciocalteu correlacionan muy bien con aquellos obtenidos
en otros ensayos antioxidantes usados en el analisis de alimentos, tales como: ORAC,
ABTS y DPPH (Lamuela-Raventos, 2017).

Como antecede historico el ensayo F-C fue generado con la finalidad de mejorar el ensayo
Folin-Denis (F-D), el cual fue disefiado para determinar indirectamente la concentracion de
proteina total midiendo el contenido de tirosina y triptéfano. El principio de ambos métodos
esta basado en la reaccion entre el reactivo oxidante y el triptéfano/tirosina, resultando en

una formacion de color azul proporcional a la concentracion de la proteina.
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La principal diferencia entre el ensayo F-D y el F-C es la proporcién de molibdeno (Mo)
usado para preparar el reactivo. Folin y Ciocalteu incrementaron el contenido de Mo para
prevenir la formacién de un precipitado blanco observado en el ensayo F-D. El método F-C

es mas sensible y reproducible que el método F-D.

A pesar de que la naturaleza quimica del reactivo Folin-Ciocalteu no ha sido elucidada, se
cree que esta compuesto de un heteropoliacido-fosfotungstato/molibdato. Asi mismo la
naturaleza quimica exacta es desconocida, se piensa que la reaccion en el método F-C que
dirige el cambio en las especies a una tonalidad azul es posiblemente debida al complejo
(PMoW1:040)* formado. Sin embargo, se asume que la reacciéon F-C involucra secuencias
de reacciones de reduccion reversible de uno o dos electrones. De los componentes del
reactivo F-C, los molibdatos se reducen mas facilmente que los tungstatos y, por lo tanto,
se sugiere que la mayoria de las reacciones de transferencia de electrones en el ensayo se

encuentran entre los reductores y los molibdatos como se muestra en ecuacion (31).

Durante el ensayo F-C, inicialmente, el reactivo tiene un pH acido y es necesario alcanzar
un pH 10 para que los compuestos fendlicos y el reactivo F-C reaccionen, este pH se
alcanza mediante la adicion de carbonato de sodio. Bajo estas condiciones basicas, la
disociacién de un proton fendlico conduce a la formacién de iones fenolato, capaces de

reducir el reactivo F-C (Sanchez-Rangel et al., 2013).

Reaccion a pH 10
Mo(VI) + e~ de fenoles y otros compuestos reductores —» Mo (V)

pH"‘S T

pH~3 + carbonato de sodio — lones fenolato
(pH 10)
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En reaccién con un reductor (acido galico), se forma el azul del molibdeno y el estado de

oxidacion medio del metal esta entre 5y 6 (Anjali & Seth, 2015).
Naz WO, /Na;MO, amarillo = (Fenol-MoW11040) *# azul

Mo™*® (amarillo) + e = Mo*® (azul)

o) o)
Mo®*  Mo®* Mo®* Mo®* 7
HO (o) o
OH N\ OH OH
r\ /_\
" e H* .O\) e H* 0
OH OH OH

Acido galico
Figura 6. Reaccion entre el reactivo Folin y el &cido galico (compuesto fendlico).

Para este método se han impuesto pasos y condiciones obligatorias para obtener datos

fiables y predecibles que se enlistan a continuacion:

(1) Relacién de volumen adecuada del alcali y el reactivo F-C.
(2) Tiempo de reaccion 6ptimo y temperatura para el desarrollo del color.
(3) Monitoreo de densidad 6ptica a 760 nm.

(4) Uso de acido galico, como fenol estandar de referencia.

El porcentaje de aumento en la absorbancia para diferentes soluciones de referencia (acido
galico, &cido tanico, catequina, pirogalol) ha sido comparado a longitudes de onda de 691,
715, 760 y 800 nm. Los andlisis estadisticos indican un significante incremento en la
absorbancia a 760 nm comparado con los datos de todas las soluciones a 691 y 715 nm.
La absorbancia a 800 nm fue mayor que en las otras longitudes de onda; sin embargo, este
aumento no fue estadisticamente significativo para la proporciéon en 760 nm, lo que sugiere
gue este parametro es estable, segln lo determinado por la Farmacopea Europea. La
cinética de reacciébn con respecto al periodo de tiempo anterior a la medicion
espectrofotométrica. El aumento en el porcentaje de absorbancia se determin6 para cada

solucién con respecto a los periodos de tiempo de 10, 20, 30 y 40 min.
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Estos datos mostraron que la reaccion de Folin-Ciocalteu fue estable durante el periodo
analizado, ya que a los 30 min la absorbancia aumenté menos del 5% del valor a los 10
minutos y no disminuy6 entre 30 y 40 minutos. Estos resultados sugieren un periodo de 30
min para la medicion espectrofotométrica (Anjali & Seth, 2015). El contenido total de
fenoles, usando el &cido géalico como sustancia de referencia es expresado en gramos de

equivalente de acido galico o (GAE/g) por sus siglas en inglés Gallic acid Equivalent.

Hoy en dia, el reactivo Folin-Ciocalteu esta disponible comercialmente en muchas
empresas, por lo que este método se utiliza ampliamente para cuantificar compuestos
fendlicos simples y polifenoles, de extractos derivados de plantas, asi como alimentos y
bebidas. La farmacopea incluye el ensayo F-C y en Europa ha sido adoptado como el

procedimiento oficial para medir los niveles fendlicos totales en vinos.

2.5 Radicales libres y actividad antioxidante

El oxigeno aparecié hace 2.2 billones de afios, en cantidades representativas, debido a la
fotosintesis de cianobacterias y microalgas, las cuales evolucionaron para usar la energia
solar, diéxido de carbono y agua como donante de electrones para su metabolismo, como
consecuencia el oxigeno era liberado como subproducto, esto dio lugar a que este gas se
acumulara en la atmosfera en grandes cantidades. Esto tuvo la ventaja de la formacion de
la capa de 0zono en la estratosfera que protege a los organismos vivos de la radiacién UV.
Presumiblemente el ser humano es descendiente de organismos que se adaptaron al
aumento de oxigeno en la tierra, gracias a la evolucion de los sistemas antioxidantes que

ayudaron a mitigar los efectos nocivos de vivir en la tierra en ambientes altamente téxicos.

El oxigeno molecular en su forma mas estable (que es la forma que se encuentra en el aire
que nos rodea), se puede considerar como un radical libre pues tiene dos electrones no
apareados, con el mismo numero cuantico de giro o spin, como se puede observar en el
diagrama de orbitales moleculares del oxigeno molecular (figura 7), esto hace al oxigeno
un potente agente oxidante, ya que es capaz de aceptar electrones, sin embargo, si el O,
oxidara una molécula no radical y aceptara un par de electrones, estos electrones deberian
tener el mismo giro (paralelo) para poder ocupar los orbitales vacantes en el orbital de

antienlace.

27



Figura 7. Diagrama de orbital molecular del oxigeno molecular (izquierda) y nimeros cuanticos de
spin o giro de un electron sobre su propio eje (derecha).

Un par de electrones en un orbital atdbmico o molecular no cumplen con este criterio puesto
gue tienen giro antiparalelo de +1/2 y -1/2 (figura 7). Esta restriccion de giro hace que el, O
acepte solo un electron a la vez y explica por qué reacciona lentamente con la mayoria de
las moléculas no radicales. Por el contrario, reacciona notablemente rapido con radicales

por transferencia de un solo electron y esto hace que genere otras moléculas radicales.

Un radical libre, se define como cualquier especie que contiene un electrén desapareado,
Y, como se observa en la figura 7, es aquel que ocupa un orbital atbmico o molecular por si

mismo. Esto hace a muchos radicales inestables y altamente reactivos.

El oxigeno molecular en su estado basal es poco reactivo y su reduccién completa con 4e
resulta en la formacién de agua. Sin embargo, su reduccién parcial genera especies
reactivas de oxigeno (ERO), incluyendo el anién superdxido (O2"), el peréxido de hidrégeno
(H20>) y el radical hidroxilo (+ OH). La primera reaccion en la reduccion parcial del oxigeno
molecular es la adicién de un electron para formar O2™. Este puede ser protonado a pH bajo
para formar el radical perhidroxilo (HO2). El O2~ y HO; sufren una dismutacion espontanea
para producir H20.. El H,O; es estable y menos reactivo que el O;~. Sin embargo, en la
presencia de metales de transicion reducidos como el Fe?+, que pueden estar libres o
formando complejos con agentes quelantes o proteinas, puede ocurrir la formacion del
(*OH) (figura 8).
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e - - c—
02 —_— 02 e—> H202 — .OH L’ Hzo

Figura 8. Reduccién parcial del oxigeno molecular en su estado basal.

El radical hidroxilo (OHe) es un oxidante muy fuerte y puede iniciar reacciones en cadena
de radicales con una gran variedad de moléculas organicas, esto puede llevar a la
peroxidacion de lipidos, inactivacion de enzimas, y degradacion de acidos nucleicos. La
mayoria de las moléculas biolégicas no son radicales y cuando un radical libre reacciona

con un no radical, se forma un nuevo radical y sucede una reaccion en cadena.

Los radicales libres y otras especies reactivas de oxigeno se derivan de procesos
metabdlicos normales, esenciales en el cuerpo humano o desde fuentes exteriores como la
exposicion a los rayos X, el ozono, el tabaquismo, contaminantes del aire y productos

quimicos industriales.

La formacion de radicales libres ocurre continuamente en las células como consecuencia
de reacciones enziméaticas y no enzimaticas. Por ejemplo, las enzimas NADPH oxidasa en
células fagocitarias cataliza la reduccibn mono electrénica del oxigeno molecular para
producir el radical superéxido. La fagocitosis es la capacidad que tienen cierto tipo de
células de ingerir otras particulas como una respuesta inmune a patégenos, sin embargo,
una mayor exposicion al medioambiente y los altos niveles de xenobidticos en la dieta
resultan en una mayor generacion de ERO, rompiendo la homeostasis (equilibro entra las

especies reactivas de oxigeno y los sistemas antioxidantes).

Las ERO son responsables del estrés oxidativo, un desequilibrio en cualquier célula, tejido
u 6rgano entre la cantidad de radicales libres y la capacidad de los sistemas de
desintoxicacion y reparacion. El dafio oxidativo sostenido solo se produce en condiciones
de estrés oxidativo, cuando los sistemas de desintoxicacion y reparacion son insuficientes.
El dafio inducido por radicales libres, cuando no se repara, destruye lipidos, proteinas, ARN
y ADN, y puede contribuir a la enfermedad. El estrés oxidativo se ha implicado como un
factor que contribuye al cancer; la aterosclerosis (endurecimiento de las arterias), artritis,
diabetes, la enfermedad renal, la enfermedad de Alzheimer, la enfermedad de Parkinson,

la esquizofrenia, el trastorno bipolar, el enfisema y cataratas.

El desarrollo de los radicales libres es inevitable, sin embargo, el cuerpo humano se ha

adaptado, estableciendo y manteniendo mecanismos de defensa que reducen su impacto.
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Los dos principales sistemas de defensa del cuerpo son enziméticos, enzimas
desintoxicantes de radicales libres y los no enziméticos, sustancias quimicas antioxidantes.
Los sistemas de enzimas desintoxicantes de radicales libres son responsables de proteger

el interior de las células del dafio de los radicales libres.

Un antioxidante es cualquier molécula que puede bloquear los radicales libres para que no

roben electrones, los antioxidantes retrasan o inhiben el dafio celular.

La actividad antioxidante es definida como una limitacién de la oxidacion de proteinas,
lipidos, ADN y otras moléculas, que se produce al bloquear la etapa de propagacion en las
reacciones de cadena oxidativa (Huang et al., 2005). Los tres mayores sistemas

antioxidantes enzimaticos, son:

1. Superdéxido dismutasa (SOD)

2. Catalasa

3. Glutatién peroxidasa

Los sistemas antioxidantes no enzimaticos se clasifican ampliamente como compuestos
quimicos hidrofilicos (solubles en agua) o hidrofébicos (solubles en lipidos), y esta
clasificacion determina dénde acttan en el cuerpo. Los antioxidantes hidrofilicos actian en
el citosol de las células o en fluidos extracelulares como la sangre. Los antioxidantes
hidrofébicos son los principales responsables de proteger las membranas celulares del
dafo de los radicales libres. El cuerpo puede sintetizar algunos antioxidantes, pero otros

deben obtenerse de la dieta. Hay dos antioxidantes quimicos que el cuerpo sintetiza:

1. Glutatién. Esta molécula estd compuesta de tres aminoacidos y se encuentra en altas
concentraciones en las células. El aminoacido cisteina del glutation contiene un grupo
azufre que puede donar un electrén a un radical libre, estabilizandolo. Después de que el
glutation ha perdido su electron, se regenera enzimaticamente para que pueda realizar su

funcién antioxidante una vez mas.

2. Acido drico. Esta molécula es un intermediario metabélico en la descomposicién de
nucleétidos como la adenina, que se encuentra en el ADN y el ARN, entre otras
macromoléculas. Circula a altas concentraciones en la sangre y desactiva los radicales

libres circulantes.
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Antioxidantes obtenidos de la dieta

Los antioxidantes obtenidos de la dieta, incluyen compuestos polifenélicos como acidos
fendlicos y flavonoides, vitaminas A, C, E y carotenoides, se cree que son nutrientes

efectivos en la prevencién de enfermedades relacionadas con el estrés oxidativo.

Los antioxidantes se han vuelto un tema de interés, para el publico general, médicos,
expertos en nutriciébn e investigadores de ciencias de la salud y la alimentacién, para
conocer la capacidad antioxidante y los componentes de los alimentos que consumimos.
Esto ha dirigido al desarrollo de métodos para la determinacion de esta actividad
antioxidante, en plantas, frutas y verduras. En consecuencia, el requisito de un ensayo
estandar es muy importante para poder comparar los resultados de diferentes laboratorios

y la validacion de la conclusién.

2.5.1 Métodos para determinar actividad antioxidante
Sobre la base de las reacciones quimicas involucradas, la mayoria de los ensayos de

capacidad antioxidante pueden dividirse en dos categorias:

1. Ensayos basados en reacciones de transferencia de atomo de H (Hydrogen Atom
transfer, HAT)

2. Ensayos basados en reacciones de transferencia de un electrén (single electron
transfer, SET).

Los métodos basados en HAT miden la capacidad de un antioxidante para atrapar los
radicales libres mediante la donacién de hidrégeno. Estos métodos son independientes del
pH y generalmente son bastante rapidos, por lo general se completan en segundos a
minutos. Un ejemplo es el ensayo ORAC por sus siglas en inglés Oxygen Radical
Absorbance Capacity o Capacidad de Absorcion de Radicales de Oxigeno (CARO) en
espafiol. Los métodos basados en SET miden la capacidad de un antioxidante como la
reduccion de un oxidante, incluidos metales, carbonilos y radicales, que cambian de color
cuando se reducen, el grado de cambio de color esta correlacionado con las
concentraciones de antioxidantes de la muestra, dependen del pH y se basan en el
porcentaje de disminucion del producto en lugar de la cinética, siendo generalmente mas

lento que los métodos basados en HAT.
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La capacidad Antioxidante para Reducir el ion Férrico (Ferric lon Reducing antioxidant
power, FRAP), el ensayo de fenoles totales por el reactivo Folin-Ciocalteu (FCR), la
capacidad antioxidante de equivalentes de Trolox (Trolox Equivalence Antioxidant Capacity,
TEAC) y el ensayo DPPH (2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl) se basan en mecanismos de
reaccién SET (Bartosz, 2010).

2.6 Quimioinformatica

El término quimioinformética hace referencia al uso de técnicas computacionales e
informativas para comprender y dar solucion a diversos problemas que se presentan en
quimica. Estas técnicas son utiles en el descubrimiento de farmacos, en los que se evalla

un gran numero de compuestos para determinar sus propiedades especificas.

Con el uso de la quimioinformatica, los especialistas en esta area buscan y recopilan datos
moleculares sobre propiedades fisicas, elucidacién y representacion de estructuras
quimicas, sistemas de disefios de sintesis asistida por ordenador y relacién estructura-
actividad cuantitativa, grupos funcionales moleculares y sitios de acoplamiento, y otros
parametros. El campo de accién de esta disciplina se esquematiza en la tabla 7, que abarca
desde la recoleccion, analisis y gestibn de datos quimicos, hasta la prediccion del

comportamiento de moléculas organicas en seres Vivos.

Tabla 7. Campo de accidn de la quimioinformatica.

Recoleccion, analisis y gestién de datos quimicos.
Representacion gréfica de datos y modelamiento
molecular. Disefio y organizacion de base de datos.
Prediccién de la estructura quimica y propiedades biolégicas de
analogos quimicos.
Andlisis de la similitud y diversidad molecular.

Quimioinformatica Optimizacién y disefio de compuestos v librerias
quimicas.
Disefio de algoritmos y estrategias de blusqueda en bases de datos.
Estudio cualitativo y cuantitativo de la estructura-actividad de las
librerias quimicas.
Disertacion teorica sobre la informacién aplicada a problemas
quimicos. Desarrollo de modelos estadisticos y nuevos descriptores
en quimica organica.
Prediccién del comportamiento de moléculas organicas en seres Vvivos.
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2.6.1 Quimioinformatica aplicada a productos naturales

Los productos naturales (PN) tienen un largo historial de uso como componentes de
medicinas tradicionales y remedios basados en hierbas. Incluso para el descubrimiento
moderno de farmacos de moléculas pequefias siguen siendo la fuente mas prolifica de
inspiracion. De hecho, aproximadamente dos tercios de todos los farmacos de moléculas
pequefias aprobados entre 1981 y 2019 estan relacionados, en diferentes grados, con los
PN.

Mientras que solo el 5% de los medicamentos que se han introducido en el mercado durante
este periodo de tiempo son PN inalterados, 28% son derivados de PN, y 35% imitany / o

contienen un farmacoforo PN (Chen & Kirchmair, 2020).

Los PN son muy diversos en sus estructuras y propiedades fisicoquimicas. Muchos de ellos
tienen propiedades fisicoquimicas y ADME (Absorcién, Distribucion, Metabolismo vy
Excrecion) favorables; otros estan claramente mas alla de lo que generalmente se

considera como un espacio quimico similar a las drogas.

Establecer la actividad biolégica de un producto natural, asi como el descubrimiento de
farmacos derivados de productos naturales puede ser un proceso largo, debido a la
complejidad en la estructura de estos. Comenzando desde la obtencién de los extractos,
los ensayos In vitro de actividad bioldgica, la identificacién y aislamiento de los compuestos
bioactivos desde una mezcla compleja, la determinacién del modo de accion, el
reabastecimiento de compuestos de interés (por ejemplo, a través de sintesis quimica total),
y el perfil de todas las propiedades farmacolégicas, farmacocinéticas y toxicoldgicas

requieren experiencia, esfuerzos sustanciales, tiempo, fondos y no hay garantia de éxito.

Los métodos computacionales pueden hacer contribuciones sustanciales al descubrimiento
de farmacos basados en PN y ayudar a los experimentadores durante el descubrimiento,
ya que ayudan a identificar los productos naturales bioactivos y también en la priorizacion

de materiales (vegetales) para las pruebas.
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Existen varios programas de fuente abierta, gratuita y grandes colecciones virtuales con
una amplia gama de bases de datos que permiten predecir la actividad biolégica de los

compuestos aislados de productos naturales.

En este proyecto se utilizo el sitio web PASS online, para evaluar los compuestos fenélicos
encontrados en Brassica oleracea var capitata que han sido reportados en la literatura. El
programa informatico PASS (Prediction and Assistant Experimental Design) permite estimar
el perfil probable de actividad bioldgica de un compuesto organico similar a un farmaco. La
estimacién se basa en un analisis de las relaciones estructura-actividad para un amplio
conjunto de informacion que implica sustancias farmacoldgicas, candidatos a farmacos en
diversas etapas de la investigacion clinica y preclinica, agentes y compuestos para los que
se conoce informacion especifica sobre toxicidad. Es importante mencionar que los
resultados son dados en probabilidades de ser activo (Pa) y probabilidades de ser inactivo

(Pi) con lo cual se determina la posible actividad de un compuesto.

La prediccién de la actividad bioldgica utilizando programas quimioinformaticos, tiene como
principales objetivos: la planificacion de pruebas biolégicas, la planificacién de sintesis
quimica, el descubrimiento de nuevos tipos de actividad para compuestos conocidos, asi

como la evaluacién de riesgos de seguridad y uso de compuestos quimicos.

La evaluacion de compuestos fendlicos conocidos como los acidos fendlicos, acidos
hidroxicinamicos y flavonoides, permitid6 descubrir la actividad de estos compuestos en
ciertos objetivos bioldgicos, asi como reafirmar su capacidad antioxidante y estabilizadora

de radicales libres que se les otorga debido a sus estructuras quimicas.
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Estos programas quimioinformaticos también nos permiten calcular diversas propiedades
moleculares como: peso molecular (PM), coeficiente de particion octanol/agua (logP),
namero de atomos (N.A), nimero de enlaces rotacionales (# E.R), nimero de aceptores de
enlace de hidrogeno (# A. E.H), nimero de donadores de enlace de hidrégeno (# D.E.H) y

el &rea de superficie polar (PSA).

Estas propiedades excepto el # E.R han demostrado tener una influencia significativa en la
biodisponibilidad y penetracion de estos compuestos en las membranas biolégicas, asi
como su absorcion oral de acuerdo con la regla de cinco de Lipinski, permitiendo establecer

asfi la similitud de estos con ciertos farmacos.

La regla de cinco de Lipinski, se deriva de un andlisis de compuestos de una amplia base
de datos, identificando caracteristicas que son de importancia en compuestos que puedan

absorberse por via oral. Estos factores involucran nimeros que son mdltiplos de cinco.
» Un peso molecular menor a 500g/mol
» No mas de 5 grupos donadores de enlace de hidrégeno
» No mas de 10 grupos aceptores de enlace de hidrégeno

» Un valor de logP calculado menor que 5 (logP es una medida de la hidrofobicidad

de un farmaco; conocido como coeficiente particion octano/ agua).

La optimizacion de la biodisponibilidad de los productos naturales con actividad biol6gica
es un area de enfoque de investigacion para la comunidad cientifica. La aplicacién de
modelos generados in silico contribuye a entender los mecanismos de accion de los
principios activos de los medicamentos 0 a mejorar las propiedades de los mismos. Un

ejemplo es la optimizacion de los farmacos de origen natural.

En la actualidad se hacen esfuerzos para mejorar las propiedades de estos medicamentos
(como reducir efectos secundarios) o buscar actividades biol6gicas potenciales de
compuestos quimicos aislados de fuentes naturales por ello, la importancia de utilizar

herramientas computacionales (Saldivar-Gonzéalez et al., 2017).

Por ello, se utilizaron varios programas de fuente abierta, gratuita con una amplia gama de
bases de datos que permitieron establecer las propiedades moleculares y la actividad

biol6gica de los compuestos fendlicos 21-30.
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3. Justificacion

Los vegetales cruciferos (Brassica oleracea) son importantes tanto en su uso agricola,
gastronémico, ademas de su alto contenido nutricional y de fitoquimicos organosulfurados
y polifenoles, estos Ultimos son de gran importancia farmacoldgica, porque se les ha

atribuido su actividad antioxidante y quimiopreventiva.

De las variedades mas representativas de estos vegetales se encuentra Brassica oleracea
var capitata o col, la cual contiene metabolitos secundarios considerados la fuente de
funcionalidad de este alimento con beneficios para la salud humana y cuyo consumo se ha
relacionado con una disminucion del riesgo de padecer ciertas enfermedades crénicas.
Algunos ejemplos de compuestos bioactivos en esta especie vegetal son las vitaminas,
minerales, glucosinolatos y compuestos fendlicos. Es importante el reconocimiento de las
propiedades antioxidantes de los polifenoles y su posible rol en la prevencién de varias
enfermedades asociadas con el estrés oxidativo, tales como cancer, enfermedades

cardiovasculares y neurodegenerativas.

Por lo tanto, este proyecto de investigacion, se centra en determinar el contenido de
compuestos fendlicos totales de dos extractos metandlicos y jugo del vegetal Brassica
oleracea var. capitata L (col), asi como la prediccién de su actividad biolégica in silico con

el uso de programas quimioinformaticos.
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4. Hipotesis
Los extractos de col (Brassica oleracea var. capitata) tendran presencia de polifenoles, los

cuales estaran relacionados con su actividad antioxidante in silico.
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5. Objetivo general

Determinar el contenido de fenoles totales de tres muestras de col (Brassica oleracea var.

capitata) y predecir su potencial actividad antioxidante in silico.

5.1 Objetivos particulares

1.

Obtener el jugo liofilizado y los extractos metandlicos del bagazo y col fresca
adquiridas en un mercado local.

Fraccionar los extractos metandlicos por medio de extraccion liquido-liquido con
disolventes de polaridad creciente.

Determinar el contenido de polifenoles totales de los extractos y sus fracciones por
el método de Folin-Ciocalteu.

Analizar los polifenoles reportados en la literatura y predecir su actividad biolégica,
asi como sus propiedades moleculares mediante el uso de Molinspiration,
PassOnline, Data Warrior y SwissSADME.
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6. Materiales y métodos

6.1 Colecta del material Vegetal
La col (Brassica oleracea L. var. capitata) fue obtenida en el mercado local, Adolfo Lopez
Mateos en el centro de Cuernavaca Morelos, estas fueron cosechadas en el municipio de

Tecamachalco, estado de Puebla.

6.2 Preparacién de los extractos

6.2.1 Bagazo col

A una col de 4.89 kg se le quitaron las primeras dos capas externas de hojas que la
recubren, se lavé con agua, se cortd a la mitad y posteriormente en trozos para ser
procesada en un extractor de jugos convencional marca TurMix (el jugo fue procesado

como se muestra en la seccion 6.2.3).

Una vez obtenido el bagazo fresco (2.45 kg), se colocé en un recipiente de vidrio y se
agregdé metanol hasta cubrir totalmente el bagazo, el recipiente se cubrié con papel
periddico para evitar la exposicion a la luz y se maceré 72 horas por triplicado. El disolvente

obtenido fue filtrado y evaporado con un rotavapor a 48°C y aplicacion del sistema de vacio.

6.2.2 Col fresca

Se picé la mitad de una col (1.67 kg) en trozos de aproximadamente 0.5 cm, se vertieron
en un recipiente de vidrio envuelto en papel periédico, para evitar la exposicién a laluz y se
maceraron durante 72 horas por triplicado. El disolvente obtenido al igual que el bagazo fue

filtrado y evaporado con rotavapor a presion reducida.

6.2.3 Jugo de col

El jugo obtenido (1.7 L) se filtr6 mediante dos telas, una de algodén y una tela filtrante de
monofilamento, por duplicado, se tomaron muestras del jugo y se vertieron en tubos de
centrifuga (12.5 ml), se colocaron en la centrifuga (clinical centrifuge Z100A Labret) a 2000
rpm durante 15 min. El jugo centrifugado, se decanté y se almacend a 0° C en recipientes

de vidrio envueltos con papel aluminio, para su posterior liofilizacion.

El jugo previamente centrifugado y descongelado (75 ml) a temperatura ambiente, se vertio
en un matraz fast-freeze, el cual fue colocado en una tina con acetona y hielo seco, se gir6
el matraz continuamente hasta lograr una congelacion uniforme del jugo a una temperatura
aproximada de -78°C. Una vez que el jugo se congeld uniformemente se colocé la tapa del

matraz fast-freeze, y se conecté a las valvulas de la liofilizadora por medio de un adaptador,

39



la liofilizadora previamente habia alcanzado una temperatura de -40°C y una presion de
0.133mBar, la muestra de jugo se permanecié en la liofilizadora hasta que el hielo
desaparecio por completo de la parte externa del frasco y la muestra se encontraba a

temperatura ambiente y totalmente seca.

6.3 Extraccion liquido-liquido de los extractos de col frescay
bagazo de col

Se realizaron extracciones liquido-liquido para cada uno de los extractos, de la col fresca y
del bagazo con la finalidad de separar los compuestos mas polares de los menos polares

contenidos en el extracto.

Se pesaron 30 g del extracto de col en un vaso de precipitados, el extracto se disolvio en
100 ml de un sistema MeOH: H,0O (8:2), el extracto disuelto se verti6 en un embudo de
separacion y se agregaron 50 ml de hexano, se mezclé y esperd un par de minutos para la
separacion de fase hidroalcohdlica y hexanica, este proceso fue realizado tres veces

consecutivas (figura 9).

A partir de la fase hidroalcohdlica inicial, se agregé un sistema MeOH:H,O (6:4),
completando asi 150ml, a esta fase se le afiadié un sistema de 100ml CH,Cl,: AcOEt
(67:33), se agitd y se espero a la separacion de fase acuosa y fase organica (por triplicado).

Se concentr6 la fase organica (CH,Cl,: AcOEt) y posteriormente la fase hexanica.
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Extracto de col
(30g)

[ MeOH: H,0 (8:2) }

Hexano

[ Fase Hexanica ] [ Fase Hidroalcohdlica ]

Metanol/ Agua (6:4)

[ CH2Cl2: AcoEt (67:33) ]

{ Fase Orgdnica J [Fase Acuosa J

Figura 9. Diagrama de biparticién de los extractos metandlicos de col.

6.4 Polifenoles totales: Método de Folin-Ciocalteu
El contenido de polifenoles se llevé a cabo mediante el método Folin-Ciocalteu descrito por
Singleton et al., 1999. Se prepar6 una curva de calibracion de acido galico con

concentraciones de 100, 75, 50, 25, 10, 5 pg/ml.

Se utilizaron 10 mg de los extractos metanélicos de col fresca (A), bagazo de col (B) y jugo
liofilizado de col (C), asi como las fases de: col fresca Hex (D), col fresca Org (E), col fresca
Ac (F), col bagazo Hex (G), col bagazo Org (H), col bagazo Ac (l), obtenidas por extraccion
liquido-liquido. Los extractos de 10 mg de cada muestra, fueron pesados en viales
transparentes y se afadi6 1 ml de agua destilada para disolverlos, obteniendo asi

concentraciones de 10 mg/ml.
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Las muestras fueron transferidas a viales ambar en una cantidad de 300ul y se anadi6 a
cada una, 450yl de reactivo Folin (diluido 1 en 2 con agua destilada), se dejo reposar
durante 5 minutos, luego se adicion6 450ul de Na,COs; al 7.5% y por tltimo 1800 ul de agua
destilada. Las muestras fueron agitadas y puestas en una caja ausente de luz, se espero
30 minutos, posteriormente se tomaron 200ul de cada muestra y se colocaron en una
microplaca de 96 pozos (Corning 96-Well), para realizar la lectura de absorbancias. La

absorbancia se midié a 760 nm con un espectrofotometro Multiskan GO (figura 10).

Para para obtener el contenido total de fenoles, expresado en mg / Eq. de &cido galico/ g

del extracto, se utilizo la siguiente ecuacion:

c= %Y Donde:
m

C: contenido total de fenoles mg Eq. de acido gélico/ g del extracto en seco
c: concentracion de acido gélico obtenido de la curva de calibracion en mg/ml
V: Volumen del extracto en ml

m: masa del extracto en gramos

Figura 10. Espectrofotdmetro Multiskan GO
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Las fases D, G, E y H se analizaron por cromatografia en capa fina, se utilizé un sistema
8:2 Hex/AcOEt en D y G, para las fases E y H un sistema 95:5 CH,Cl,/MeOH, fueron
observadas con lampara de radiacion ultravioleta a longitudes de onda de 254 nmy 365 nm
y posteriormente fue revelado en luz visible usando un revelador de sulfato cérico

amoniacal.

6.5 Estudio quimioinforméatico de polifenoles en col

Para la obtencion de los descriptores moleculares (propiedades fisicoquimicas) y la
prediccion de la actividad biol6gica se utilizaron los programas quimioinformaticos
molinspiration, SwissADME, Datawarrior, PASS online y se analizaron las estructuras
quimicas de los compuestos fendlicos: acido p-cumarico (21) (Kusznierewicz et al., 2008),
acido sinapico (22) ( Koss-Mikotajczyk et al., 2019), acido ferdlico (23) (Manchali et al.2012),
quercetina (24) (Mageney et al., 2017), kaempferol (25) (Ahmed & Rao, 2014), rutina (26)
(Ahmed & Rao, 2014), &cido cafeico (27) (Park et al., 2014), luteolina (28) (Mageney et al.,
2017), daidzeina (29) (Kuhnle et al., 2009) y genisteina (30) (Erdman et al., 2007), con la
finalidad de asignar su diversidad quimica, estudiando la distribucion de propiedades
moleculares importantes: peso molecular (PM), coeficiente de particion octanol/agua
(logP), numero de atomos (N.A), nimero de enlaces rotacionales (# E.R), nUmero de
aceptores de enlace de hidrégeno (# A. E.H), nimero de donadores de enlace de hidrégeno
(# D.E.H) y el area de superficie polar (PSA).

6.5.1 Molinspiration
Para valorar las propiedades fisicoquimicas de los compuestos fendlicos, se utilizo el

programa en linea Molinspiration Cheminformatics https://www.molinspiration.com/cgi-

bin/properties (Figura 11). Molinspiration ofrece un conjunto de herramientas de
procesamiento molecular y célculo de propiedades y visualizacion de moléculas en 3D,
entre otras. Para este caso se introdujeron codigos SMILES para el calculo de las
propiedades moleculares donde se evallan los criterios establecidos por las reglas de
Lipinski, asi como el numero de violaciones a estas, el coeficiente de particién octanol/agua

(logP) y el area de superficie polar PSA.
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Terms of service

© Molinspiration Cheminformatics 2020

Figura 11. Interfaz del programa Molinspiration Cheminformatics online,
(https://www.molinspiration.com/cgi-bin/properties ).

6.5.2 SwissADME

Este sitio web http://www.swissadme.ch/, del Instituto suizo de bioinformatica, te permite

calcular descriptores fisicoquimicos, asi como predecir los parametros de ADME, las
propiedades farmacocinéticas, la naturaleza similar a la de un farmaco y la compatibilidad

con la quimica medicinal de una o varias moléculas pequefias para respaldar el

descubrimiento de farmacos.

Mediante el uso de codigos SMILES se obtuvieron los descriptores quimicos que al igual

gue molinspiration permiten evaluar los criterios de Lipinski (figura 12).

Swiss Institute of
Bioinformatics

SwissADME

Home FAQ Help Disclsimer

This website allows you to compute physicochemical descriptors as well as to predict ADME parameters, pharmacokineic properies.
druglike nature and medicinal chemistry friendiiness of one or multiple small molecules rt drug discovery.

The main article describing i
pharmacokinetics, drug-iken:

0 suppor

cient description of n-
2

-Eqq 1o predict gastrointestinal

RODA00 -

Figura 12. Sitio web SwissADME del instituto suizo de bioinformatica, (http://www.swissadme.ch/)
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6.5.3 Datawarrior

Es un programa de fuente abierta que permite la visualizacion de datos y estructuras en 2D
y 3D, asi como el analisis de reacciones quimicas y célculos de propiedades fisicoquimicas,
generando los resultados en forma de tablas (figura 13). Este programa al igual que los
anteriores tiene la opcién de pegar el cdédigo SMILES o de construir la estructura quimica
de los compuestos de interés. Este programa fue utilizado para corroborar los descriptores

fisicoquimicos obtenidos de los programas molinspiration y SwissADME.
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Figura 13. Datawarrior, programa de fuente abierta.
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6.5.4 PASS online
Para la prediccion de la actividad biol6gica por medio de este software, se realiz6 el registro

como usuario en el sitio web: http://www.pharmaexpert.ru/PASSOnline/ y se utilizaron los

cbdigos SMILES de los compuestos para obtener la prediccién. En la figura 14 se muestra

la interfaz de la pagina web.

MO online St Casiolo (Log ou) G

Home Definition Products Services FAQ Contacts

(=== ==
C= JC = ) =
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|

Figura 14. Interfaz del sitio web PASS online con la introduccién de un cédigo SMILES.
(http://www.pharmaexpert.ru/PASSOnline/
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7. Resultados

7.1 Rendimientos y analisis de extractos por cromatografia en capa fina.

Se llevé a cabo la obtencion de extractos de Brassica oleracea var capitata (col) como se
describe a continuacion: extracto metandlico de col fresca (A), bagazo de col (B) y jugo
liofilizado de col (C); asi como las fracciones gruesas obtenidas por extraccion liquido-
liguido de: col fresca Hexano (D), col fresca CH2CIl./AcOEt (E), col fresca Acuosa (F), col

bagazo Hexano (G), col bagazo CH2Cl2/AcOEt (H), col bagazo Acuosa (I).

Los rendimientos del extracto metandlico de col fresca (A) y bagazo de col (B) fueron del
3.32 % (91.6 g) y 5.8 % (144.2 g) respectivamente. Partiendo de una cantidad de 30 g de
los extractos metandlicos (A-B), se obtuvieron las fases (D-lI) cuyos rendimientos se
muestran en la tabla 8. Los rendimientos mayoritarios se obtuvieron en las fases acuosas
F e | para ambos extractos con un rendimiento de 94 % y 91 %, respectivamente. Esto se
debe a que la humedad(agua) en la col corresponde a un 87.9% de su composicion.

Tabla 8. Rendimientos de los extractos metandlicos y fases de col

Muestra Peso (g) Rendimiento (%)
Extracto MeOH de col fresca (A) 91.6 3.32

Extracto MeOH bagazo de col (B) 144.2 5.8

Jugo liofilizado de col © 179 5.6

F. Hexanica de col fresca (D) 0.2 0.7

F. Organica de col fresca (E) 0.29 0.97

F. Acuosa col Fresca (3] 28.2 94

F. Hexanica bagazo de col (G) 0.7 2.3

F. Orgéanica bagazo de col (H) 0.5 1.7

F. Acuosa bagazo de col () 27.3 91

Las fases E y H presentaron absorcion de radiacion UV a ambas longitudes de onda, lo
cual es caracteristico de compuestos polifendlicos, que presentan dobles enlaces
conjugados en su estructura, la coloracion roja bajo la luz UV a 365nm es caracteristico de

la presencia de clorofila. (figura 15).
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UV 254 nm UV 365 nm

(NH4CeSO04)4

(D) (G) (D) (G) (D) (G)

(E) (H) (E) (H) (E) (H)

Figura 15. Perfil de cromatografia en capa fina de las fases de col fresca hexanica (D), col bagazo
hexénica (G), col fresca orgénica (E) y col bagazo CH2Clz: AcOEt (H) revelados con (NH4CeSOa)s y
luz UV.

48



7.2 Contenido total de fenoles

7.2.1 Curva de calibracion de acido galico.

Se escogid el ensayo Folin-Ciocalteu por ser simple de realizar, directo y produce
resultados consistentes, el acido galico se utilizO como estandar al ser un compuesto
fendlico que tiene una buena reactividad con el reactivo Folin, transfiriendo un electrén a

este y reduciéndolo.

De la curva de calibracién de acido gélico con concentraciones de 100, 75, 50, 25, 10y 5
pg/ml (tabla 9), se obtuvieron las absorbancias 0.602, 0.482, 0.307, 0.169, 0.095, 0.067
respectivamente. En la grafica (figura 16) se observa la ecuacion de la recta: y = 0.0057x +
0.033 con un R2=0.9973.

Tabla 9. Concentraciones de acido galico

Concentracion | Absorbancia
0.700
(ng/ml) 0.600 y = 0.0057x + 0.0335
’ R?=0.9973
100 0.602 0.500 7
75 0.482 « 0:400
<
50 0.307 0-300
0.200
25 0.169
0.100
10 0.095
0.000
5 0.067 0 20 40 60 80 100 120
Acido gélico pg/ml

Figura 16. Curva de calibracion de acido galico

Las diferentes concentraciones de acido galico utilizadas en la curva de calibracion, viraron
de color amarillo a color azul después de que el reactivo Folin fue afiadido, debido a una
reaccion oxido-reduccion entre el fenol y el molibdeno. Este cambio de tonalidad indica la
reduccion del reactivo Folin por el compuesto fendlico presente en la muestra, en este caso
acido galico, especificamente de los molibdatos (Mo®") presentes en el reactivo cuya

reduccién a Mo °*, otorga la caracteristica tonalidad azul.
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Las muestras de los extractos metandlicos y de las fases colocadas en la microplaca de 96
pozos, al igual que la curva de calibracion con acido gélico, cambiaron de una tonalidad
amarilla a una tonalidad azul. Los pozos que contenian el extracto metandlico: A y B, asi
como las muestras con las fases: E, H e | mostraron una tonalidad azul notablemente mas

fuerte que las otras muestras (figura 17).

10 11 12

900000000000
000000000000
HOOOOOOOOOOOO

Figura 17. Esquema de los cambios de coloracion en las diferentes muestras y fases (sefialadas
con la letra correspondiente a cada muestra). En el pozo 1A se colocé agua, en 2A (amarillo) el
reactivo Folin-Ciocalteu puro.

7.2.2 Contenido de polifenoles totales de las muestras de col
El contenido total fendlico de los extractos metandlicos A, B y C, calculados con la curva
de calibracion, fueron 33.36, 44.82 y 57.16 pg/ml, respectivamente.

Los resultados de fenoles totales de las muestras A-lI, se muestran en la tabla 10, con
concentraciones que varian desde 1.44 hasta 12.10 mg Eq. Acido gélico/g, las muestras
del extracto metandlico con mayor concentracion de fenoles totales son B y C, con valores
de 4.48 y 5.72 Eq. &cido gélico/g, respectivamente y en el caso de las fases, F, Ey H, con

valores de 3.22, 4.33 y 12.10 Eq. &cido gélico/g, muestran las concentraciones mas altas.
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Tabla 10. Resultados del contenido total de polifenoles en los extractos y fases de col.

Concentracion de Concentracion de Contenido total de
Muestra Absorbancia acido galico acido galico fenoles
promedio (ng/ml) (mg/mil) (mg Eqg. acido galico/g)
Extracto MeOH A 0.224 33.36 0.033 3.34 £ 0.007
col Fresca
Extracto MeOH B 0.289 44.82 0.045 4.48 £ 0.01
bagazo col
Jugo liofiizadode C 0.359 57.16 0.057 5.72 + 0.006
col
Fase
Col Fresca Hex D 0.153 20.96 0.021 2.10 + 0.001
Col fresca Org E 0.281 43.33 0.043 4.33 £ 0.004
Col fresca Ac F 0.149 20.18 0.020 2.02 £0.001
Col bagazo Hex G 0.116 14.39 0.014 1.44 +0.001
Col bagazo Org H 0.723 120.96 0.121 >12.10 + 0.001
Col bagazo Ac I 0.217 32.19 0.032 3.22 + 0.001

*Los experimentos de los extractos metandlicos (A-B) llevaron a cabo por triplicado, en el caso de las fases resultantes
de la extraccidn liquido-liquido de col (D-H), las muestras fueron llevadas a cabo por duplicado.

* El valor 120.96 pug/ml de acido galico sobrepasa la concentracion maxima incluida en la curva de calibracion.
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El célculo del contenido total de polifenoles muestra una mayor presencia de estos
compuestos en el extracto del jugo liofilizado, asi como una presencia significativa en el
bagazo de col, cabe destacar que la prueba de Folin-Ciocalteu en un extracto de bagazo

de esta especie no se ha reportado con anterioridad.

Previamente se reportaron valores que van desde los 6.09 — 12.26 mg/ Eq. acido galico/g
extracto (Pefias et al., 2011), mayores a los encontrados en este trabajo, esto puede
deberse a las diferentes zonas de recoleccion del vegetal en Espafia, ya que las
condiciones de cultivo pueden influir directamente en el contenido de los compuestos

fendlicos.

Kusznierewicz et al., 2008 reportan valores de 2.41-4.91 mg/ Eq. acido gélico/ g extracto,
similares a los del presente estudio para los extractos de col fresca y bagazo de col, la
diferencia en el tratamiento del vegetal para obtener el extracto puede influir en el resultado
final de contenido de polifenoles.

La extraccion liquido-liquido fue llevada a cabo, con la finalidad de atenuar las interferencias
polares que pudieran estar presentes. En el caso de las fases organicas, las
concentraciones de col fresca (E) y bagazo (H) mostraron un aumento comparadas con las
concentraciones de su respectivo extracto metandlico inicial (A-B). Este incremento en las
concentraciones puede atribuirse a la pérdida de interferencias polares (azlcares) después
de la extraccion con el sistema de baja polaridad diclorometano/ AcOEt, lo que permitié una
mejor interaccion de los compuestos fendlicos con el reactivo Folin-Ciocalteu, al momento

de ser evaluadas estas fases nuevamente por este método.

Las fases hexanicas D y G mostraron una disminucidon en su concentracion de fenoles
totales respecto a los extractos metandlicos (A-B). El hexano es un solvente ain menos
polar que el metano y el diclorometano, caracteristica que influyé en la extraccién de los
polifenoles, ya que existe evidencia de que los polifenoles son a menudo solubles en
solventes organicos menos polares que el agua (Kim & Lee, 2005). Este debe ser el motivo
por el cual el extracto metanolico mostré una mayor concentracion de compuestos fendlicos
que la extraccion con hexano, lo que pudo notarse también en los bajos rendimientos
obtenidos para estas fases, 0.7 % para la fase hexanica de col frescaD y 2.3 % para la fase

hexanica bagazo de col G.

Por ultimo las fases acuosas de col fresca (F) y bagazo (I) también disminuyeron, sin

embargo, las concentraciones aun se encuentran dentro de los rangos reportados por
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(Kusznierewicz et al., 2008), esto podria deberse a que los compuesto fendlicos tienen
diferentes polaridades, por lo tanto la polaridad del solvente utilizado determina la
extraccion del tipo de compuesto fendlico. Esto también puede atribuirse a la naturaleza de
la especie Brassica oleracea var capitata cuya composicion contiene una gran cantidad de
agua, por lo tanto, aumenta la posibilidad de contener compuestos fendlicos polares en
estas fases (Nawaz et al., 2018).

7.3 Resultados de quimioinformatica

Con base en los reportes quimicos de Brassica oleracea var capitata descritos en la
literatura, se eligieron 10 compuestos fendlicos: &cido p-cumarico (21), acido sinapico (22),
acido ferulico (23) quercetina (24), kaempferol (25) rutina (26), acido cafeico (27), luteolina
(28), daidzeina (29) y genisteina (30), para su estudio mediante los programas informaticos,
molinspiration, data warrior y SwisSADME del Instituto de bioinformatica de suiza (Swiss

Institute of Bioinformatics) y PASS online (Prediction and Assistant Experimental Design).
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Genisteina (30)

7.3.1 Propiedades o descriptores moleculares

Para la primera parte se utilizaron tres programas informaticos: Molinspiration, Datawarrior
y SwissADME para calcular las propiedades fisicoquimicas de los compuestos fendlicos 21-
30, obteniéndose el coeficiente de particiébn octanol/agua (logP), nUmero de d&tomos (N.A),
namero de enlaces rotacionales (# E.R), nUmero de aceptores de enlace de hidrogeno (#
A. E.H), nimero de donadores de enlace de hidrégeno (# D.E.H) y el area de superficie
polar (PSA), para cada uno de los compuestos. Se utilizaron los criterios de Lipinski para
evaluar las propiedades moleculares de estos compuestos, o que permite conocer su

biodisponibilidad.

En la tabla 11, se muestran los resultados obtenidos de las propiedades fisicoquimicas de
los compuestos fendlicos y el nimero de violaciones a los criterios de Lipinski. Los pesos
moleculares de los compuestos estudiados se encuentran en un rango de 164.16 - 610.52
g/mol para todos los compuestos, Unicamente rutina (26) no cumple la regla de Lipinski,

con un peso molecular mayor a 500g/mol.

Los valores de coeficiente de particion logP de (-1.06 — 2.56) cumplen con la regla de un
logP < 5, este valor describe la tendencia de un compuesto neutro (sin carga) a disolverse
en un sistema bifasico inmiscible de lipidos (grasas, aceites y solventes organicos) y agua.
En términos simples, mide cuanto de un soluto se disuelve en la porcién de agua frente a

la porcion organica. El logP es una constante definida de la siguiente manera:

LogP = Log10 (coeficiente de particion) coeficiente de particion, P = %

Segun lo descrito por Bhal en 2007, un valor negativo para logP significa que el compuesto
tiene una alta afinidad por la fase acuosa (es mas hidrofilico) en cambio un valor positivo
denota una mayor concentracion en la fase lipida (el compuesto es mas lipofilico), basado
en esto, la tabla 11,muestra que la rutina (26) es el Unico compuesto con un valor negativo,
lo que indica que esta molécula por lo tanto, es méas soluble en fase acuosa, el resto de

compuestos fendlicos muestran valores positivos. Este descriptor puede ayudar a predecir
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y comprender el transporte y el impacto de los productos quimicos en los sistemas
fisiolégicos y ecologicos. En el descubrimiento de farmacos permite entender el

comportamiento de un farmaco en el cuerpo.

La regla de cinco sugiere una pobre absorcién oral conun# AE.H>10yun# D.E.H>5ya
que es relativamente desfavorable para un compuesto formar un alto nimero de enlaces
de hidrégeno, afectando inversamente el grado de permeabilidad a través de las
membranas biologicas, presumiblemente debido a una alta penalizacién de desolvatacion
de agua, asi como interacciones desfavorables del hidrégeno polarizado con las cadenas
laterales de acidos grasos alifaticos en el interior de la membrana (Chandrasekaran et al.,
2018). Segun los resultados obtenidos para los compuestos fendlicos, rutina (26) viola el
namero de enlaces donadores y aceptores que se consideran favorables para una buena

permeabilidad, el resto cumple con los valores establecidos como criterio.

Otro parametro considerado cominmente para cuantificar la polaridad se conoce como
area de superficie polar (PSA), la cual es la suma de las contribuciones al &rea de superficie
molecular (generalmente de van der Waals) de atomos polares como el oxigeno, el
nitrégeno y sus hidrégenos adjuntos. El PSA de un compuesto puede relacionarse con la
capacidad de una molécula de aceptar y donar enlaces de hidrégeno (Blake, 2000).
Diversos autores reportan que los farmacos con biodisponibilidad oral ya comercializados
tienen en su mayoria un PM<500 y un PSA<120 AZ (Turner & Agatonovic-Kustrin, 2006).
En otro estudio, partiendo de los datos de 20 compuestos seleccionados, se ha demostrado
que el PSA>140 A? da como resultado una administracién oral incompleta (<10%) de
absorcion mientras que el PSA<60 A% da como resultado una absorcion oral excelente (>
90%) (Edwards & Price, 2010).

Como se puede observar en la tabla 11, el acido p-cumarico 21, el acido sinapico 22, el
acido ferulico 23, kaempferol 25, acido cafeico 27, luteolina 28, daidzeina 29 y genisteina

30 muestran un valor de PSA< 120 A2, mientras que quercetina 24 y rutina 26 un PSA>120
A2
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Tabla 11. Propiedades moleculares de los compuestos 21-30

Compuesto n° PM(g/mol) logP logP NA #ER #AEH #D.EH PSA PSA
Acido p-ctimarico 21 164.16 1.28 1.26 12 2 3 2 57.53 57.53
Acido sinapico 22 224.21 0.98 1.31 16 4 5 2 75.99 75.99
Acido ferdlico 23 194.19 1.05 1.36 14 3 4 2 66.76 66.76
Quercetina 24 302.24 1.49 1.23 22 1 7 5 127.45 131.36
Kaempferol 25 286.24 1.83 1.58 21 1 6 4 107.22 111.13
Rutina 26 610.52 -1.25 -1.33 43 6 16 10 265.52 269.43
Acido cafeico 27 180.16 0.78 0.93 13 2 4 3 77.76 77.76
Luteolina 28 286.24 1.99 1.73 21 1 6 4 107.22 111.13
Daidzeina 29 254.24 1.97 2.24 19 1 4 2 66.76 70.67
Genisteina 30 270.24 1.62 2.04 20 1 5 3 86.99 90.90

* PM= peso molecular, logP= coeficiente de particién octanol/agua N. A= nimero de atomos, # E.R = nimero de enlaces rotacionales, A.E.H=numero de aceptores
de enlace hidrégeno, # D.E.H= ndmero de donadores de enlace de hidrégeno, PSA= &rea de superficie polar.

- molkaspiratic

cheminformatics Swiss Institute of

Bioinformatics
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7.3.2 Prediccion de actividad bioldgica en Pass online

Como segunda parte se obtuvo la prediccion de las actividades bioldgicas en PASS online
(21-30) y la probabilidad estimada para cada tipo de actividad. Como se mencioné en la
seccion de metodologia los resultados son dados en probabilidades de ser activo (Pa) y
probabilidades de ser inactivo (Pi), estos valores varian de cero a uno. Esta lista otorga
también los principales efectos farmacol6gicos y mecanismos de accion que reflejan la
interaccion del compuesto de estudio con un objetivo bioldégico en un sistema de prueba

experimental o clinico.

Se tomaron las primeras 10 probabilidades para cada uno de los compuestos, en donde
los valores de Pa son mayores a los de Pi, ya que la posibilidad de encontrar
experimentalmente una actividad determinada aumenta el valor de Pa y disminuye el valor
de Pi. En la figura 18 se muestra un ejemplo de los resultados para la actividad biolégica
predicha para el compuesto quercetina (24).

@Al OPa-Pi OPa=03 OPa=07 |ok |
[Pa]|[P

\ Activity |

0,973|0,002|Membrane integrity agonist
0,969|0,002||HIF L A expression inhibitor
0,962|(0,001 |Peroxidase inhibitor
0.957(0,002|HMOX expression enhancer
0,9510,001|CYPI1A inducer
0,944(/0,002|UGT1A6 substrate
0.945(0,004|[CYP1A substrate

0,940 (0,001 | Antimutagenic
0,940(0,003|[CYP1AI substrate
0,939(0,002|[UGT1A10 substrate

Figura 18. Prediccién de actividad biolégica para el compuesto quercetina por Pass online.

En la tabla 12, se muestran los resultados de las predicciones de la actividad biol6gica para
los compuestos fendlicos del 21-25 y en la tabla 13 — del 26 -30. Las actividades biologicas
registradas en las tablas se tomaron de las primeras 10 probabilidades arrojadas por el
programa de ser activos (Pa), con valores del 80 — 90 % de probabilidad como se muestra

en el ejemplo para quercetina (figura 18).

En codigo de colores se muestran las similitudes en la actividad biolégica. Sefialado en
color verde los compuestos fendlicos de 21-28 tienen la probabilidad de actuar como

agonistas de la integridad de la membrana, lo cual es esencial para la homeostasis celular,
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previniendo el dafio a la membrana que se relaciona con la patogénesis de la enfermedad
en diferentes tejidos (Ammendolia et al., 2021).

Los compuestos acido p-cumarico 21, acido sinapico 22, 4cido ferulico 23, kaempferol 25,
acido cafeico 27, luteolina 28 y genisteina 30 muestran una alta probabilidad de actuar
como inhibidores de la enzima clordecona reductasa, enzima del higado humano que se
asemeja a la familia de enzimas metabolizadoras de xenobiéticos, denominadas aldo-ceto
reductasas, las cuales catalizan la reduccion de un sustrato que contiene un grupo
carbonilo. La variabilidad de la concentracion en el higado de esta enzima puede tener un
efecto dramatico en la susceptibilidad al compuesto organoclorado clordecona, un
plaguicida con efecto toxico, cuya eliminacién metabdlica es controlada por la reduccion

catalizada por la clordecona reductasa (Molowa et al., 1986).

Los compuestos 22, 23, 24 y 28 en rosa, muestran la probabilidad de actuar como
antimutagénicos, que son agentes que interfieren con la mutagenicidad (produccién de
alteraciones del material genético celular (genes, cromosomas) que da lugar a una

modificacion permanente de la constitucion hereditaria.

El &cido p-cumaérico, acido sinapico, acido ferdlico y acido cafeico en amarillo, muestran una
similitud, con la probabilidad de ser activos como protectores mucomembranosos,
compuestos que crean una capa protectora alrededor de la mucosa evitando su agresion
por el contenido de acido. Finalmente, la rutina 26 muestra actividades biolégicas como

hemostatico, cardioprotector, anticancerigeno y vasoprotector.
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Tabla 12. Resultados del espectro de actividad de los compuestos fendlicos 21, 22, 23, 24 y 25.

Compuesto

Acido p-cumarico (21)

Acido sinapico (22)

Acido ferulico (23)

Quercetina (24)

Kaempferol (25)

Actividad predicha

Inhibidor de feruloil

Inhibidor de feruloil

Agonista de la

Agonista de la

Inhibidor de la clordecona

esterasa esterasa integridad de la integridad de la reductasa
membrana membrana
Agonista de la integridad de | Agonista de la Inhibidor de la Inhibidor de la Agonista de la integridad de

la membrana

integridad de la
membrana

expresion de JAK2

expresion de HIF1A

la membrana

Inhibidor de benzoato 4-

Antimutagénico

Inhibidor de aril

Inhibidor de peroxidasa

Inhibidor de la expresion de

monooxigenasa sulfotransferasa HIF1A
Protector Inhibidor de la Tratamiento de Potenciador de la Inhibidor de
mucomembranoso expresion de JAK2 afecciones expresion HMOX1 2-deshidropantoato 2 —
preneoplasicas reductasa.
Inhibidor de catecol oxidasa | Inhibidor aspulvinona | Protector Inhibidor de aril alcohol
dimetilaliltransferasa | mucomembranoso Inductor de CYP1A deshidrogenasa (NADP+)
Inhibidor de la clordecona Tratamiento de Inhibidor de la Sustrato de UGT1A6 Inhibidor de quinasa

reductasa afecciones clordecona reductasa
preneoplasicas
Inhibidor de benzoilformato | Protector Antimutagénico Sustrato de CYP1A Inhibidor de la p-
descarboxilasa mucomembranoso benzoquinona reductasa
(NADPH)
Sustrato CYP2J Inhibidor de Inhibidor de Antimutagénico Inhibidor de la
clordecona reductasa | aspulvinona permeabilidad de
dimetilaliltransferasa membrana

Inhibidor de Piruvato
descarboxilasa

Inhibidor de benzoato
4-monooxigenasa

Inhibidor de benzoato
4-monooxigenasa

Sustrato de CYP1A1l

Inhibidor de peroxidasa

Antimutagénico

Inhibidor de aril
sulfotransferasa

Tratamiento de la
mucositis

Sustrato de UGT1A10

Inhibidor de quercetina 2,3-
dioxigenasa.
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Tabla 13. Resultados del espectro de actividad de los compuestos fendlicos 26, 27, 28, 29 y 30 obtenidos por PASS online.

Compuesto | Rutina (26) Acido cafeico (27) Luteolina (28) Daidzeina (29) Genisteina (30)
Inhibidor de feruloil Inhibidor de clordecona Inhibidor de aldehido Inhibidor de la expresion

Hemostatico esterasa reductasa oxidasa de H1F1A
Inhibidor de Agonista de la Agonista de la integridad de | Inhibidor de histidina Inhibidor de ubiquinol
permeabilidad de integridad de membrana quinasa citocromo c reductasa
membrana membrana
Eliminador de Protector Inhibidor de la expresion Sustrato de CY2A6 Inhibidor de clordecona
radicales libres mucomembranoso HIF1A reductasa

(qv] Inhibidor de 4- Inhibidor de la permeabilidad | Inhibidor de la Sustrato CYP1A

i Cardioprotector hidroxibenzoato 3- de membrana expresion de HIF1A

O monooxigenasa

[®) Inhibidor de Inhibidor de 4- Inhibidor de 2- Sustrato de CYP2A Inhibidor de monoferol

9 peroxidasa lipidica monooxigenasa deshidropantotato 2- monooxigenasa.

(@) reductasa

S Agonista de la Inhibidor de catecol Inhibidor de aril-alcohol Sustrato de CYP1B

@ integridad de oxidasa deshidrogenasa (NADP+) Sustrato de CYP1A

o) membrana

S Inductor de CYP1A | Inhibidor Inhibidor de aldehido oxidasa | Agonista del regulador | Sustrato de CYP2A6

— difosfomevalonato de conductancia de

&) descarboxilasa transmembrana CF

<E Anticancerigeno Inhibidor de clordecona | Inhibidor de p-benzoquinona Sustrato de CYP1A2

reductasa

reductasa

Sustrato CYP1A2

Vasoprotector

Sustrato de CYP2J

Antimutagénico

Inhibidor ubiquinol-
citocromo- ¢ reductasa

Agonista de la integridad
de membrana

Inductor de CYP1A1l

Inhibidor de
benzoilformato
descarboxilasa

Inhibidor de quinasa

Sustrato de CYP2012

Sustrato de CYP2A
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7.3.3 Prediccién de actividad antioxidante in silico en Pass online

Los compuestos fendlicos, tanto simples como polifenoles, como se habia mencionado en
su clasificacion, se caracterizan por tener uno o0 mas grupos hidroxilo, unidos a grupos
aromaticos en su estructura quimica. Estos grupos hidroxilo pueden donar tanto protones
(H") como electrones (e7) en reacciones de caracter redox, permitiéndoles estabilizar asi
radicales libres o especies reactivas de oxigeno y mantener la homeostasis en los sistemas
bioldgicos, este mecanismo de accion les confiere capacidad antioxidante y de eliminadores
o captadores de radicales libres, asi como de inhibir ciertas enzimas enddgenas
productoras de estas especies reactivas de oxigeno como la NADPH oxidasa, o inclusive

frenar la reaccion en cadena de peroxidacion lipidica, la cual genera la oxidacion de lipidos.

Por ello este trabajo se centro en la prediccion de la actividad antioxidante, eliminadora de
radicales libres, inhibidora de NADPH oxidasa e inhibidora de peroxidacion lipidica de los
compuestos fendlicos 21-30 (tabla 14).

El glucosido flavonoide rutina (26), presenta la mayor actividad antioxidante, con un 92 %
de probabilidad para esta actividad, 98 % de probabilidad de ser activo como eliminador de
radicales libres y un 98% como inhibidor de la peroxidacion lipidica. Quercetina (24)
muestra la actividad mas alta como inhibidor de la enzima NADPH oxidasa con un 98 % de
probabilidad.

Los compuestos fendlicos simples: acido p-cumarico (21), &cido sinapico (22), acido feralico
(23) y éacido cafeico (27), muestran una probabilidad del 55 %, 57 %, 54 % y 60 %

respectivamente, para ser activos como antioxidantes.

Los compuestos flavonoides (polifenoles): kaempferol (25), luteolina (28), genisteina (30),
muestran una buena actividad como antioxidantes con una probabilidad 85 %, 77 %y 76

% respectivamente.

Al parecer esta tendencia en el aumento de la actividad antioxidante de los flavonoides
(polifenoles) respecto a los acidos fendlicos simples, esta marcada por el aumento en el

namero de anillos aromaticos y grupos hidroxilo en su estructura quimica.
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Tabla 14. Resultados de la prediccion de la actividad antioxidante en PASS online para los compuestos fendlico 21- 30 reportados en Brassica oleracea var capitata.

Actividad biolégica

Compuestos fenodlicos Antioxidante Eliminador de radicales libres Inhibidor de NADPH oxidasa Inhibidor de peroxidacion lipidica
Pa Pi Pa Pi Pa Pi Pa Pi
Acido p-cumarico 21 0.553 0.005 0.627 0.005 0.157 0.042 0.529 0.014
Acido sinapico 22 0.576 0.005 0.732 0.004 0.184 0.030 0.612 0.008
Acido ferulico 23 0.540 0.005 0.731 0.004 0.198 0.026 0.618 0.008
Quercetina 24 0.872 0.003 0.811 0.003 0.982 0.002 0.788 0.004
Kaempferol 25 0.856 0.003 0.771 0.003 0.889 0.002 0.783 0.004
Rutina 26 0.923 0.003 0.988 0.001 0.850 0.002 0.987 0.001
Acido cafeico 27 0.603 0.005 0.647 0.005 0.171 0.034 0.570 0.011
Luteolina 28 0.775 0.004 0.755 0.003 0.858 0.002 0.740 0.004
Dadzeina 29 0.623 0.004 0.353 0.022 0.372 0.006 0.537 0.013
Genisteina 30 0.765 0.004 0.458 0.013 0.470 0.004 0.667 0.006

Pa: probabilidad de ser activo; Pi: probabilidad de ser inactivo
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8. Conclusiones

En el presente estudio se trabajé con el vegetal crucifero Brassica oleracea var capitata
conocido como col, del cual se obtuvieron dos extractos metandlicos de col fresca y bagazo
fresco con rendimientos de 3 % y 5.8 %, respectivamente, asi como el jugo liofilizado con
un rendimiento de 5.6%. A partir de los dos extractos se obtuvieron seis fracciones de
polaridad creciente, las fases acuosas F (col fresca) e | (bagazo) se obtuvieron con un

mayor rendimiento del 94 % y 91 % respecto a las otras fases, por lo cual se deduce que

Los extractos metandlicos Ay B mostraron concentraciones de polifenoles totales de 3.4y
4.48 mg. Eq de &cido galico/g, respectivamente. Las fracciones de mediana polaridad
(CH2CI/AcOEt) de la col fresca (E) con 4.33 mg. Eq acido gélico/g y del bagazo (H) con
12.10 mg. Eq acido gélico/g, fueron fracciones con mayor contenido total de polifenoles,
seguida por las fases acuosas con 2.02 y 3.22 mg. Eq acido gdlico, para col fresca y bagazo
respectivamente. Las fases hexanicas en cambio mostraron la menor cantidad de fenoles
totales con 1.44 (bagazo) y 2.10 mg Eq. acido galico (col fresca), se observé que las fases
de mediana polaridad tuvieron un mayor contenido de polifenoles respecto a los extractos
de origen, indicando asi la importancia de la polaridad del disolvente para la extraccién de

los compuestos fendlicos.

En cuanto al estudio quimioinformatico de polifenoles presentes en col, se determiné que
los compuestos 21-30 no presentaron un logP mayor a 2.24, A. E.H entre 3-16, numero
D.E.H 2-10y el area de superficie polar (PSA) entre 57 y 269 lo que puede indicar que
estos compuestos presentan la probabilidad de una buena lipofilicidad, permeabilidad y

absorcion oral.

Los compuestos fendlicos 21-30 evaluados en PassOnline muestran una alta probabilidad
del 90 % al 80 % de actuar como agonistas de la integridad de la membrana, inhibidores de
clordecona reductasa que es la enzima diana de un amplio grupo de farmacos destinados
a disminuir las concentraciones plasméaticas de colesterol. Ademas, se encontro un efecto
como eliminadores de radicales libres, inhibidores de NADPH oxidasa e inhibidores de
peroxidacion lipidica, todo esto relacionado con actividad antioxidante, siendo la rutina (26)
con 92 % de Pa, seguida de quercetina (24) con un 87 % de Pa y kaempferol (25) con un
85 % Pa.
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Finalmente, se puede concluir que la col sembrada en México es un vegetal con contenido
de polifenoles, la mejor extraccién de ellos con metanol a partir del bagazo. Los compuestos
fendlicos reportados para la col lo hacen un alimento funcional con posible actividad

antioxidante.
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