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SINTESIS

El tamarindo(Tamarindus indicd..) es reconocido por su utilidad medicinal; simbargo,

no todos los érganos de la planta han sido estosliaon igual profundidad. Sus hojas son
empleadas en el tratamiento de afecciones hepaidagecciosas, aunque no existen
evidencias cientificas de su composicion quimiedegtividad terapéutica que respalden
Su uso etnobotanico. En el presente trabajo, sarrddé un estudio fitoquimico de las
hojas deTamarindus indica.., identificando un total de 35 metabolitos, ZL1ds cuales
constituyeron un primer informe a nivel mundialslaincipales familias de compuestos
estuvieron representados por: aceites esenciaidesigrasos y compuestos polifendlicos,
principalmente flavonoides. La evaluacion de lasdetones de extraccion de las
sustancias activas permitié disefiar un método Kmnacondmico y eficiente, que
combina la utilizacién de etanol al 70% como salggnun tiempo de humectacion de 90
minutos, para la obtencidn de extractos con elevadacentraciones de metabolitos y una
fraccion significativa de minerales, entre ellos sellenio. La caracterizacion de la
formulacion (extracto fluido) preparada en estasdiciones, evidencio diferencias en las
concentraciones de los compuestos mayoritarioasdiVersas etapas del ciclo de vida de
la planta, observando la mayor acumulacion de roétab durante la fructificacion. El
extracto fluido se fracciondé en cuatro preparadies,distinta polaridad y naturaleza
quimica, para la evaluacidn vitro de su actividad antioxidante y antimicrobiana. Se
demostré que el extracto fluido posee una buengigad antioxidante en los modelos
vitro ensayados, en varios de ellos a concentraciorfesoies a sus fracciones. La
actividad antimicrobiana, por su parte, se asodié accion directa de los componentes
presentes en los extractos y no a la estimulacghrsidtema del complemento. Las dos
actividades farmacoldgicas estudiadas no depemd@xdusivamente de la concentraciéon
de fenoles y flavonoides, como sugerian trabajdsrianes. Los resultados de la tesis
permiten relacionar por vez primera, el fitocomplegn cuestion con la actividad
antioxidante y antimicrobiana que sustenta el empé&nobotanico de las hojas de

Tamarindus indicd..
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Control Semantico
Droga: Todo producto de origen natural que recolectadeparado de su medio tiene una
composicion y unas propiedades tales que dentreudmmplejidad constituye la forma
bruta de un medicamento.
Droga fresca El término “fresco” se aplica a aquellas drogagoctiempo de separacion o
recoleccion de su medio no excede las tres horassecvando casi intactas sus
propiedades iniciales.
Droga cruda: El término “crudo” se aplica a aquellas drogage qo han sufrido otro
proceso que no sea la recoleccion y el secado garaorrecto empaquetamiento y
preservacion hasta el preciso momento de su el@boraSe acepta también el término
droga seca.
Decoccion Procedimiento extractivo en el cual la drogaxdsaé&a por ebullicibn en agua
por al menos 5 minutos. El resultado de este pooergactivo es también conocido como
decoccion.
Percolacion o lixiviacion Procedimiento extractivo que consiste en el ghsanenstruo
en repetidas ocasiones a través de la droga cpéajamente humectada, que se
encuentra en el percolador.
Extracto Fluido: Formulacion farmacéutica obtenida mediante la o@ém de los
componentes activos de las drogas respectivas emstraos apropiados, la evaporacion
de todo o casi todo el solvente y el ajuste denlasas o polvos residuales para que
cumplan las normas prescriptas, en la cual cadatmitie extracto equivale a 1gramo de
la droga.
Aceites esencialesCompuestos de naturaleza volatil y olorosa priatupor un reducido
namero de especies vegetales. Desde un punto tée quémico, se presentan en dos
grandes grupos: los de naturaleza terpenoide {paimeente monoterpenos,
sesquiterpenos y algunos diterpenos) y los de alahar aromatica (derivados
principalmente del fenilpropano). No todos los coegios volatiles producidos por las

plantas resultan aceites esenciales.



INTRODUCCION
La medicina natural es un campo terapéutico qui ok la integracion del hombre a la
naturaleza, constituyendo asi una via para coestamr los efectos adversos de los
productos farmaceéuticos obtenidos mediante la Sthiguimica. Su aplicabilidad en la
terapéutica actual, le permite ser considerada cama de las mas importantes
modalidades de la medicina complementaria. Numsreséermedades son tratadas con
productos fitofarmacéuticos o derivados de los mgnfundamentalmente aquellas de
origen infeccioso y las resultantes del desequaliRREDOX del organismo. Mas del 80%
de los antimicrobianos empleados hoy en dia previlenfuentes naturales, mientras que la
casi totalidad de las especies antioxidantes tinerigen vegetal. Ello es causado por la
necesidad intrinseca de las plantas de disponemd®mecanismo de proteccion, en un
ambiente caracterizado por una naturaleza oxiddatmosfera oxigenada) y una
diversidad microbiana patdgena, para garantizadsptacion al medio. En consecuencia,
las especies vegetales son capaces de produ@probéesar un sinnimero de metabolitos
y elementos inorganicos, que han sido extraidoapteados empiricamente durante siglos
por la poblacién mundial en el tratamiento de egtédslogias.
Cuba cuenta con una flora variada y abundante gudae hallan numerosas especies con
propiedades medicinales, entre las que se encugntaaarindo Tamarindus indica..).
En nuestro pais, esta planta crece de manera aspand lo largo de toda la isla, aunque
se le suele observar cultivada formando partesdersas de cortinas rompe vientos.
El valor medicinal del tamarindo ha sido reconoadigsde la antiguedad. La pulpa de su
fruto es mencionada en el tradicional Sanstrijoha sido incluida ademaés, en varias
farmacopeas occidentales como un laxante eficaz Méientemente, a partir de las
semillas ha sido aislado un xiloglicano, objetondenerosas investigaciones y patehtes
Sin embargo, la distribucion de los estudios radlis por érganos no resulta homogénea,
pues las hojas, tallos, corteza, flores y raicessido poco abordados, tanto desde el punto
de vista quimico como farmacolégico. En consec@ersti composicion y potencialidades
como fitofarmaco se desconocen en gran medida.sBemodo, y a pesar del elevado
namero de articulos cientificos publicados relaatms con el fruto y las semillas, el
tamarindo es considerado en la actualidad como uwtive subutilizado, segun el
compendio editado por el Centro de Estudios deiv@sltSubutilizados de la Universidad

de Southampton, Reino Unitlo



Desde el punto de vista etnobotanico, tanto a nivirnacional como en Cuba, el
tamarindo es de reconocido empleo para combatirdeses hepaticd&’. Al respecto,
esta especie figura entre las catorce recomengetasel tratamiento de las disfunciones
hepaticas seglin 6reen Pharmacy Herbal Handbdok

Las hojas de la planta constituyen el 6érgano al@uemas frecuencia se le atribuye la
actividad hepatoprotectora, aunque en Cuba la pidinlaamplea, ademas, la corteza del
tallo y las raices. Otro uso de las hojas docundentgernacionalmente se relaciona con la
actividad antimicrobiariasin embargo, las referencias del empleo del taghacon estos
fines en Cuba son muy limitadas, a diferencia dsgsaétnica y geograficamente cercanos
como Puerto Rico, México, y Trinidad y Tobagb'

Los estudios desarrollados en Cuba, en un modgleriexental de toxicidad hepatica con
tetracloruro de carbono (C{l demostraron la actividad hepatoprotectora d¥etaccion

de las hojas frescks aunque su efectividad resulté menor en comparamid la de un
extracto fluido en etanol al 80%. Ademas, fueroaleadas dos fracciones del extracto
fluido ricas en flavonoides, las que resultaronaativas como el extracto de partil&En
este sentido, se ha sugerido que la actividad bepHectora de las hojas de la especie se
asocia con un mecanismo antioxidante, y que sdindesiones fendlicas y flavondlicas las
responsables de dicha actividad. Ello fue evideliceatravés de dos técnicas quimicas: la
inhibicion del radical 2,2 difenil -1-picrilhidrdoi (DPPH) y la inhibicién del radical
superéxido (@)**. Estas propiedades antioxidantes potencialessepi@an ademas, una
opcion a considerar como alternativa terapéuticadifErentes patologias asociadas al
estrés oxidativo que constituyen en la actualidagmoblema de salud. Se ha postulado
también, a través de un estudio por difusion egaplgue las fracciones de fenoles y
flavonoides podrian ser las responsables de laideti antimicrobiana informada en la
especie.

Los ensayos anteriores han sido realizados a umcéxtobtenido con un menstruo
seleccionado tedricamente (etanol 80%), para lagza mayor extraccion de los
compuestos flavonolicos, ignorando la riqueza \edidad de sustancias producidas por
las hojas del tamarindo y su posible influencidasractividades etnobotanicas descritas en
la especie. Multiples son los mecanismos informagoslos cuales una sustancia o grupo
de sustancias podrian ejercer su efecto antiox@dgnt antimicrobiano. De este modo, la
variedad quimica de los metabolitos responsablessties propiedades resulta sin dudas,

extraordinaria.



Estos antecedentes destacan la necesidad de sstud® profundos que posibiliten
determinar la naturaleza quimica de los metabolposducidos por las hojas del
tamarindo, y en consecuencia seleccionar un mensjue logre una extraccion mas
efectiva, tanto cualitativa como cuantitativameriido permitiria la preparacion de un
extracto que concentre metabolitos con una eleyadancialidad farmacolégica, y la
evaluacion a partir del mismo de las propiedadesbetanicas descritas para las hojas de
la especie en estudio, contribuyendo al esclarecitmide los posibles mecanismos de

accion antioxidante y/o antimicrobiana.
Por este motivo, la tesis aborda coRroblema Cientifico

El pobre conocimiento de la naturaleza fitoquindealos compuestos presentes en las
hojas de Tamarindus indicaL. y las insuficientes evidencias experimentales sii
actividad farmacologica antioxidante y antimicrot@a limitan la fundamentacién
cientifica de su empleo etnobotanico y el desarrdé formulaciones farmacéuticas

enriguecidas en metabolitos bioactivos con potéer@plicaciones terapéuticas.
A partir de este problema, se formulo la siguidnp®tesisde trabajo:

La exploracion de la diversidad fitoquimica presesn las hojas deamarindus indicd..
permitira relacionar el fitocomplejo en cuestionncda actividad antioxidante y
antimicrobiana que sustenta el empleo etnobotasecta especie, como premisa para su

introduccioén en la medicina complementaria.
El presente trabajo tuvo combjetivo generat

» Evaluar desde el punto de vista fitoquimico y gdrei@o, las propiedades antioxidantes

y antimicrobianas de las hojas Ba@marindus indicd..
Para cumplimentar este objetivo general se trazasosiguientesbjetivos especificos:

1) Caracterizar quimicamente los principales metat®lproducidos y los elementos
inorganicos bioprocesados por las hojas de la &spec

2) Evaluar la influencia de los parametros concerdracde etanol y tiempo de
humectacion en el proceso de extraccion de metabolictivos de las hojas de

Tamarindus indicd.., para su utilizacién en la preparaciéon de wmemé farmacéutica.



3) Caracterizar una forma farmacéutica con elevadaerdracion de principios activos y
las fracciones obtenidas a partir de ésta, enshgegtapas del ciclo de vida de la planta.

4) Evaluar la actividad antioxidanten vitro del extracto obtenido de las hojas de
Tamarindus indicd.. y sus fracciones en modelos quimicos y celslare

5) Evaluar la actividad antimicrobiana del extractdeoo de las hojas deamarindus
indica L. y sus fracciones, a través de ensayos de aibibidel crecimiento de cepas

microbianas y el estudio de la activacion del sistelel complemento humano.
Diversos aspectos destacaméwvedad cientificade los resultados de esta tesis:

1. La exploracion fitoquimica de las hojas demarindus indical. permitio la
identificacién de un elevado niumero de compuestig®iqos estructuralmente diversos
y de elementos inorganicos. De ellos, veintiunostituyen una primera referencia
mundial para la especie y/o para el érgano en iestud

2. Se establecen, por primera vez en Cuba, las coneigide extraccion para un conjunto
de metabolitos potencialmente activos de las hdgasamarindus indicd.., ofreciendo
elementos esenciales en la formulacion de un pmdpafarmacéutico de potencial
actividad farmacologica.

3. Se demuestra la actividad antioxidante de extrad#dsojas ddamarindus indicd.., a
través de tres ensayos quimicos y dos empleandtaséhumanas. Los resultados
informados en la tesis en células humanas constitugp primer informe en el mundo.

4. Se fundamenta, por primera vez en Cuba, la activaddgimicrobiana de las hojas de
Tamarindus indicd.., no so6lo desde su diversidad fitoquimica, sarabién desde un
mecanismo directo de accidn (inhibicion del creemd de cepas microbianas) y un
mecanismo indirecto (activacion del sistema del glemento humano). Este enfoque
integral en la interpretacion de la actividad aigiobiana de las hojas de tamarindo, se

informa por primera vez en el mundo.

La importancia tedrica de esta tesis radica en el aporte de nuevos coisntos sobre la
composicién fitoquimica de las hojas Bamarindus indica.., lo que permite establecer
las condiciones de extraccion de los metabolitosnocayor interés farmacologico. Por otra
parte, ofrece evidencias cientificas que permitstificar el empleo de formulaciones con
actividad antioxidante y antimicrobiana, propiedadstas en las que se fundamenta el uso
etnobotanico de la planta por la poblacién cubada ptras areas geogréficas. En la tesis

se presenta ademas, una vision sinérgica e inmgraterca del mecanismo de accion



potencial de varios tipos de metabolitos de latplam las actividades farmacoldgicas de

mayor relevancia.

Desde el punto de vista practico, la investigacifiaceaportes sociales y econémicokl
conocimiento de la composicion quimica de las hdgtamarindo que crece en Cuba, asi
como la evaluacion experimental de su actividadbrigiante y antimicrobiana, permite
sustentar sobre bases cientificas el empleo de @sista por nuestra poblacion
proponiendo una alternativa para el tratamienttaslentltiples enfermedades asociadas al
desbalance REDOX del organismo, que constituyenemogiia importantes problemas de
salud. La extension de estos resultados a otrdsn®s experimentales, permitiria
desarrollar nuevos productos nacionales con pabiés futuras de registro y
comercializacion.

La tesis cuenta con 93 paginas distribuidas enpdntcién, revision bibliogréfica,
materiales y métodos, resultados y discusion, asiaies y recomendaciones. El trabajo
contiene, ademas: una sintesis, una tabla de cdosenlas referencias bibliograficas
consultadas, 25 tablas, 18 figuras y 4 anexos.

Los resultados que reune la presente investigas®rhan presentado en 9 eventos
cientificos y estan incluidos en 6 articulos puwdies en revistas nacionales e
internacionales. Estos resultados han sido recdos@omo logro cientifico de la Facultad
de Ciencias Naturales de la Universidad de Ori€2087), premio en el Férum Nacional
Estudiantil de Ciencia y Técnica (2008) y forméteatel dossier premiado como el logro
cientifico de mayor aporte social de la Universidda Oriente (2010). La tesis se
pre-defendio ante el Consejo Cientifico de la Ursidad de Oriente, del Instituto Finlay, e
invitados del Consejo Cientifico del Instituto de@ias Basicas y Preclinicas Victoria de
Giron y del Instituto de Farmacia y Alimentos (IFAde la Universidad de La Habana.



1.1

Capitulo I. REVISION BIBLIOGRAFICA

Metodologia de investigacion en plantas rdeinales. Ruta Critica

Desde tiempos remotos, las especies vegetalesdmerapleadas con fines terapéuticos

en el tratamiento de diferentes enfermedades cognifitos resultados, basado

fundamentalmente en las experiencias empiricagulergciones precedentes. Este amplio

uso se mantiene en nuestros dias; sin embargagsarrdllo alcanzado por la ciencia

actual exige de una investigacion cientifica queamgiice el uso racional de las plantas

medicinales. En este sentido, Cuba ha estableaidBragrama Nacional de Medicina

Tradicional que regula, entre otras cuestiones,idasstigaciones cientificas con las

Plantas Medicinales, estableciendo criterios qudican las etapas principales que

comprende una investigacion en este campo. Elleos®ce como “Ruta Critica de

Investigacion en Plantas Medicinales”, la cual titunge una guia metodoldgica de

caracter orientador. Los aspectos mas importaniesigarca son los siguierites

Seleccion de las especieSe deben considerar varios factores, entre ellbs:

informacion bibliografica existente, la disponitdid de la especie, la factibilidad de
su cultivo y el problema de salud que la plantarigogksolver.
Identificacion botanicaDebe realizarse por un especialista acreditada e&amatica.

Se conservara una muestra herbaria de consultgaBeular importancia resulta
ademas, declarar la parte de la planta en esteidéstado dentro de su ciclo de vida,
fechas, lugares y horas de la recoleccion.

Caracterizacion fitoguimica minima de las prepames Deben considerarse los

siguientes aspectos: tamizaje fitoquimico, prepanacle extractos similares a la
forma de uso tradicional siguiendo métodos farmidmesl reconocidos (decoccion,
percolacion, etc.) y atendiendo a las Normas Ravedtablecidas. Se deben preparar
extractos de polaridad diversa, los cuales debemirren minimo de requisitos que
garanticen la calidad y estabilidad de forma caia y semicuantitativa. Estos
extractos se emplearan para realizar las pruebasdaldgicas y toxicoldgicas.

Estudio farmacolégico | (preclinico-farmacoldgic8e corroboran o identifican la o

las acciones farmacoldgicas a investigar de latplddebe considerarse el empleo de
modelos experimentales adecuadamente validaddgantio siempre un control

positivo de la actividad. También deberan consideraextractos que difieran



V1.

VII.

VIII.

marcadamente en su composicién a diversos nivelesodcentracion o dosis. En
ensayos con animales, los mismos deben procedeotéeios estandarizados.

Estudio toxicolégico |:Se evaltua preliminarmente la posible toxicidad aguyd

genotoxicidad del extracto de la planta con actigitarmacologica demostrada. Debe
considerarse el empleo de modelos experimentalgagas, con un control positivo
de la actividad. Se han de evaluar dosis del ewti@nsiderablemente superiores a las
gue pudieran exponerse en el hombre. Se debe igarast trabajo con animales
sanos, procedentes de bioterios estandarizaddsemmeo de cepas reconocidas de
microorganismos para la evaluacion genotoxica,iquéarmente la evaluacion de
induccion de dafio primario en el DNA.

Estudios farmacogndsticos vy fitoquimicos (continde Se desarrollan

paralelamente a las siguientes tres etapas. Sajdraben la determinacion de la
naturaleza quimica del (los) principio(s) activoysku obtencion. Se caracterizara
farmacogndsticamente la planta o parte a empleagrbllando ademas, métodos que
permitan obtener las especificaciones de calidadexteacto activo, con vista a su
normalizacion. Para ello se deben desarrollar ¢ésmanaliticas para la determinacion
de la concentracion de los compuestos relacionadaosla accion farmacoldgica.
También se realizaran estudios de dinAmica de dagin de los principales tipos de
metabolitos.

Preparado farmacéutic&u objetivo es elaborar la(s) forma(s) farmacags) mas

adecuada(s), atendiendo a la(s) indicacion(essy \@a(s) de administracion. En este
aspecto quedan incluidos todos los estudios queerem su estandarizacion.
Agrotecnia: Su objetivo es desarrollar los estudios agrobiotigy necesarios que
permitan garantizar el material vegetal para leothiccion del resultado, incluida la
comercializacion en el sistema de salud.

Fitotecnia: Se determinan los aspectos técnicos fundamentples deberan ser
abordados en una investigacion para elaborar elgb@decnoldgico de la especie en

cuestion, los que dirigiran su explotacion a grscaka.

Estudio farmacoldgico llIEsta fase completa los estudios farmacoldgicoslipreos
iniciados en la farmacologia |, que evalian la tarodinamia y, de ser posible, su
farmacocinética. También se determinan la dosistiefe el indice terapéutico o
margen de seguridad, la potencia o actividad w@aél mecanismo y la duracion de la

accion.



XI. Estudio toxicolégico Il.Esta fase completa los estudios preclinicosadms en la

toxicologia I. Debe incluir el estudio de la toxiad subcrénica, ademéas de otras
pruebas como toxicidad cronica, y carcinogénesise etras.

XIl. Obtencién del Principio Activo (P.A)Se debe obtener el o los principios activos

responsables de la accion terapéutica atribuidapdahta, y en cuyas investigaciones
se esté trabajando, desde que finalizaron losiesttatmacoldgicos y toxicologicos |.

XIll. Ensayo clinico Se debe evaluar inequivocamente la actividagpéeiteca y efectos

secundarios en el humano, siguiendo las regulasiagentes del MINSAP.

XIV. Registro y normalizacidrios requisitos a cumplir seran los establecidsepCentro
Estatal para el Control de la Calidad de los Med&@tos (CECMED) y la Direccién
de Normalizacion, Metrologia y Control de la Catldd\NMCC) del MINSAP. La

documentacion sera sometida a la comision evalaatksignada al efecto.

XV. Farmacovigilancia: Estos estudios se realizaran por el Registro Matiale

Farmacovigilancia de la Direccién Nacional de Famohagia.
Estas regulaciones nacionales estan acordes codiréativas internacionales sobre el

estudio de las plantas medicinafeg:*8?

1.2 Tamarindus indica L. Descripcion botanica, clasificacion taxonomicay

aplicaciones etnomedicinales

Esta especie es un arbol inerme, de hasta 25 rtuda, @on un tronco de 1,5 m de grosor
y ramas ampliamente extendidas. Las hojas midef ald2 cm de largo, son alternas y
pinnadas, y estan formadas por muchos pares ddofliineales (de 10 a 18 pares) de
hasta 20 mm de longitud. Es una planta muy longexiendo superar los 100 afios de
edad.

Se plantea que es una especie originaria del Afirigacal, difundida por el cultivo en los
tropicos de ambos hemisferios. El tamarindo creteleAfrica ecuatorial-tropical y se
cultiva en todos los paises de clima calido y taglcon un régimen de precipitaciones
entre 800 y 1400 mm al afio. Se desarrolla prefemeenite en suelos de pH comprendido
entre 6,5y 7,5, aunque puede lograr la fase vingtacluso en suelos acidos, pobres en
nutrientes. Tolera desde un suelo aluvial profumaitia un suelo rocoso y portso



El tamarindo es una especie monogenérica. Su ubicexonémica es la siguieAte

Reino:Plantae

SubclaseRosidae
SupraordenEurosidae |
Orden:Fabales

Familia: Fabaceae
Subfamilia:Caesalpinioideae
GéneroTamarindus
EspecieTamarindusndica Linneo.

Esta planta es reconocida y empleada desde tiemgostos. Existen evidencias
documentadas de su cultivo en Egipto desde el &b AC. En Grecia, el sabio
Theophrastus escribié en dos ocasiones sobre afitato entre los afios 370-287 AC. El
tamarindo es mencionado en las escrituras sant&ratemasamhita (1200-200 AC). Los
comerciantes arabes lo introdujeron en Europa,dman sus peregrinaciones lo adquirian
en la India; es por eso, que durante mucho tierege sonocié como “Tamarindo de la
india”. El nombre deriva del arabe "tamare" = d&ithindi" = indio, que significa datil de
la India, siendo éste el que le dio origen a subrerbotanicoTamarindus indicd.. Las
propiedades de su fruto ya eran conocidas en Queidms la edad antigua, aunque su
primera descripcidén con estos fines la realizd Madtolo en 1298. Otros informes indican
gue hacia el 1500 las decocciones del fruto endinaagtas como purgantes, en las fiebres
gastricas inflamatorias, en la ictericia y en laedierid Su introduccién en el nuevo
mundo debio realizarse entre 1700 y 1800 con lamepas expediciones de botanicos
eslavos desde el Africa hacia la América. SegumRt especie se naturalizé en nuestro
pais y se encuentra subespontaneamente en mughosslule la isla.

La acidez de su fruto y de sus hojas se debe palmente a la presencia de acido
tartarico, acido citrico y ascérbico. El uso deltdr en bebidas refrescantes es muy
saludable, pues su pulpa también es rica en el lepomygtaminico B. Se emplea ademas,
en preparaciones culinarias como aciduf@nt&us hojas son utilizadas como colorante y
como fuente nutricional en ensaladas, aprovechansi@levados niveles de vitaminas y en
menor medida, proteinas. Las semillas secas y fzdeas son utilizadas como agentes
formadores de geles y estabilizafeg su goma constituye un excipiente en la produrcci
de tabletas como emulgente y humectdnte

Practicamente para todos sus organos han sidodeefezfectos medicinales. A la pulpa
del fruto se le atribuyen propiedades antipiréfiGastiescorbuticas, y es empleada en

enfermedades relacionadas con el exceso de colegtécido Urico. Los retofios de las



hojas se utilizan en la disenteria y en infecciomesales, la corteza del tallo contra el
asma y la amenorrea, las hojas y las semillas a@mifugas y estomaquiéadsmientras
que las hojas y el tallo en enfermedades hepaiatasicia y hemorragias. Otros informes
populares indican su efectividad en la tripanoseisfa Las hojas son referidas
frecuentemente en su uso como tratamiento altemate enfermedades rendlesLa
corteza y las hojas son empleadas en el Africaraleah el tratamiento del parasitismo
intestinaf®. Casi todas sus partes son empleadas como lasatifgréticas, antisépticas o
antimicrobiana, antimaléaricas, antirreumaticas, idadtéticas, entre otras muchas
aplicacione$” aunque las que méas se destacan, son la hepaipraty laxante. Como
laxante, la pulpa del fruto ha sido una droga afien la Farmacopea de los Estados

Unidos de América y en la Farmacopea Britaflica

1.3 Procedimientos empleados en la extraccion, agshiento y caracterizacion

de productos de especies vegetales

A pesar de su informacion genética predeterminadglantas pertenecientes a una misma
especie pero desarrolladas en entornos diversodugen diferentes compuestos,
generando asi un formidable reservorio de sustanc@n potencialidades
farmacolégica¥.

Toda esta diversidad quimica, se encuentra diglaben el interior de las células

vegetales, por lo que para su obtencidon, y postestudio resulta necesario disefar

procesos de extraccion y aislamiento adecuados.

La extraccion es un proceso que depende de laate#ardel material a tratar y de los

compuestos a ser aislados. Un proceso extraciwmten plantas incluye los siguientes

pasos:

1. Secado y disminucion del tamafio de particula.

2. Seleccién del solvente: apolares (n-hexano, clomdoetc.), medianamente polares
(alcoholes, acetato de etilo, diclorometano etpdhares (usualmente el agua).

3. Eleccion del método de extraccion: Maceracion, gaoidon, extractor Soxhlet,
sublimacién, extraccién asistida por microondasop wtrasonido, por destilacién a
vapor, entre otros.

Ninguno de los métodos de extraccidbn anteriormengncionados ofrece ventajas

apreciables con respecto a los demas, pues todmdiefa de la naturaleza del material y

del tipo de principio activo que se desea extralggunos métodos emplean agentes fisicos
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y quimicos para la extraccidon, con costos de tiempg bajos y rendimientos de
extraccion altos; sin embargo, casi siempre implicaa tecnologia adicional que puede
ser econdmicamente costosa. Ademas, al descor@oeaturaleza del principio activo no
se pueden prever las alteraciones que el agerte disjuimico empleado pueda producir a
la muestra: degradacion, polimerizacién, formaadéraductos quimicos, entre offada
maceracion y la percolacién, por su parte, no eampdgentes fisicos ni quimicos, por lo
que para lograr elevados rendimientos se debe damsgnificativamente el tiempo de
extraccion, que en el caso de la maceracion puederlincluso a los 30 dias. La
percolacién, sin embargo, ofrece una solucion eguie para aumentar la capacidad y
disminuir los tiempos de extraccion, se recambisaVente cada 24 o 48 horas de
maceracion, de dos a cinco veces. De tal formagvea la saturacion del menstruo,
extrayendo hasta el agotamiento los metabolitasbses. Esto, por supuesto, engendra el
consumo de elevados volimenes de solV&nte

Independientemente del método y solvente empledgwpducto de un proceso extractivo
en plantas medicinales es una compleja mezcla nigwestos, dificultando la aplicacion
de una sola técnica de separacion para aislangbwesto deseado. Por ello, después de la
extraccion se realiza normalmente un proceso decifmamiento, que agruparia
compuestos de similar polaridad o tamafio molec@arprefiere la obtencion de pocas
fracciones para evitar la distribucién del prinocimctivo en varias de ellas. El paso
siguiente es el aislamiento, que concebido desdpragio proceso de disefio de la
extraccion, debe considerar las caracteristicaergss de la sustancia o grupo de
sustancias a aislar: solubilidad, caracteristicadoédbase, carga neta, estabilidad y el peso
molecular. En funcién de ello, se elegiran dentrauda vasta gama de técnicas analiticas,
aquellas que permitan el aislamiento del o de toslyrtos deseados. Entre las técnicas
mas utilizadas se encuentran las cromatograficesyaquiera de sus multiples variantes,
y las electroforéticas; aunque también se empladittiacion con membranas selectivas,
la cristalizacion por gradientes de pH y/o camiinsscos de solubilidad y la destilacion
fraccionada’.

Una vez aislado el o los componentes deseadogocesario realizar una caracterizacion
quimica del producto. Existen numerosas técnicacatacterizacion, varias de ellas
utilizan la radiacién electromagnética en sus diftgs frecuencias, como son: la
espectroscopia Ultravioleta-visible (UV-visible)a lespectroscopia infrarroja (IR), la

espectroscopia RAMAN y la de Resonancia Magnétiosalédér (RMN). Otras, presentan
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un fundamento diferente como la espectrometriaaam(EM) y la difraccidon de rayos X.
Por otra parte, para el andlisis elemental es coemiplear la espectroscopia de absorcion
atomica (AA) y la Espectrometria por Plasma Indiactiente Acoplada (ICP). Con el
desarrollo actual del equipamiento tecnoldgico@sim la hibridacidon instrumental; por
ejemplo, técnicas cromatograficas combinadas cotodué de caracterizacién quimica.
Son frecuentes el empleo de la cromatografia desgasoplada a la espectrometria de
masas (CG/EM), la cromatografia liquida de altaolueson/detector UV-visible
(HPLC/UV-visible), entre otras variantes.

Dada la alta complejidad y costo de las técnicasatacterizacion y la diversidad de
productos quimicos producidos por una especie akgaitre otros factores, una primera
aproximacion de la composicion quimica de la plantade lograrse empleando la técnica
de Tamizaje Fitoquimico. Este método incluye diesrensayos cualitativos de rapido,
facil y econémico desarrollo, que permiten evalagiresencia en la especie estudiada de
los principales grupos de metabolitos sintetizagiotas plantas. De tal forma, proporciona
informacion quimica importante al inicio de la istigacion en plantas medicinales. Sin
embargo, genera comunmente falsos positivos ydaisgativos, por lo que las evidencias
encontradas por este método deben ser confirmamaggnicas analiticas mas potentes,
como las anteriormente mencionadas. A su vez,éasidas analiticas cuantitativas se
deberan desarrollar y validar como método de cbmteola calidad de los extractos

multicomponentes obtenidts

1.3.1 Métodos de extraccion, aislamiento y caraetmion empleados en la

separacion de los fitocomponentes de las hojasadeafindus indicd..

El estudio de la composicion quimica del tamariedotan antiguo como lo ha sido su
empleo; sin embargo, no abundan los estudios gasméalizados en las hojas. Ademas, la
sensibilidad y eficacia de los métodos de carazteidn conlleva l6gicamente a considerar
s6lo aquellos desarrollados con posterioridad #.195

Al respecto en 1959, investigadores indios demsiraa partir de extractos acuosos, que
la biosintesis del acido tartarico en las hojaJ amarindo varia con las diferentes etapas
de maduracién del fruto, destino mayoritario de @setabolitd®. La produccién de este
compuesto es tan elevada, que incluso ha sidodryasio como fuente industrial para su

obtenci6ri’. Otros acidos organicos también han sido referigiokas hojas del tamarindo.
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Ellos son: el &cido oxoglutarico, el glioxilico, ehalico, el oxalacético y el
oxalosuccinicd.

Los primeros compuestos de naturaleza polifendidentificados en las hojas del
tamarindo lo constituyeron cuatro flavonoides @agidicos conocidos por orientina,
isorientina, vitexina e isovitexina. Ellos fueroxtraidos por maceracion con acetato de
etilo, separados por cromatografia de capa delgdeterminados por espectroscopia en la
regién UV?°. Posteriormente, otros investigadores aislarorvasieompuestos con estas
caracteristicas, como la apigeninag-ifretilluteolina, y los acidosis y trans ferulicos,
mediante una extraccion con etanol en un apadcSohxlet. En dicho trabajo, se sefiala
ademas, la susceptibilidad de estos compuestos hiotldegradacién por infeccion
micética”®.

Mas recientemente, a partir de un extracto fluiceparado por percolacion con etanol al
80% fueron identificados ademas de los compuestteriares, la vicenina, la rutina,
luteolina, la Iluteolina-7-O-glucésido, y el &cidoafeico, mediante cromatografia
preparativa en capa delgada de celulosa y un sistlamsolventes butanol-acético-agua
(4:1:5, vIvIv) y posterior andlisis por HPLC-EM/EM

Las hojas del tamarindo han sido empleadas comdmsta como fuente alimenticia de
animales y humanos. Por esta razon, desde hacesvaifios, se dispone de
caracterizaciones bromatolégicas de las hojasaSénformado niveles de proteinas entre
4.0-5.8%, grasas y aceites entre 1.2-2.1%, fi®a31%, carbohidratos totales entre 16-
18%, y cenizas 1.0-1.5%. Ademas, se ha demostradprésencia de cantidades
significativas de vitaminas como: tiamina y ribeflaa (0.1-0.2 mg), niacina (1.5-4.1 mg),
vitamina C (3.0-6.0 mg) y aproximadamente 2.5 m@-daroteno. Han sido determinadas
también las concentraciones de algunos minerale®:coalcio (101-250 mg), magnesio
(71 mg), fosforo (140 mg), hierro (2.0-5.2 mg), 2.0 mg), cloro (94 mg), azufre (63
mg), sodio (8 mg) y potasio (270 g}

Por otra parte, en estudios realizados en hojasndarindo se han informado 139 g/kg de
proteina cruda, 317 g/kg de nitrégeno soluble, @& de lignina, 14 g/kg de fenoles
totales y 8 g/kg de taninos condens&doBstas propiedades nutricionales han motivado
nuevas revisiones del tema, las que confirmandaes anteriormente declaratfs¥,

En un estudio de acidos grasos presentes en hejdanthrindo, se evidencié que la
longitud de las cadenas carbonadas oscil6 entrg 290 atomos de carbono. Se detectd

ademas, la presencia de los tocoferolgsf. Para extraer estos compuestos apolares se
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realizd una maceracién con una mezcla de clorofommi@mnol (1:2 v/v). Posteriormente se
aislaron las fracciones mediante una cromatogmatparativa en columna de silica-gel,
empleando como eluyentes cloroformo, acetona y moktd.a caracterizacion de las
fracciones eluidas se realiz6 por CG/EMMas recientemente, otro estudio informé la
presencia de 32 acidos grasos, 21 de ellos insairda longitud de las cadenas de los
acidos grasos comprendié desde 8 a 32 atomos tencarLa extraccibn de éstos
compuestos se realizd mediante maceracion conlgian@0 dias. Posteriormente, dicho
macerado fue extraido con acetato de etilo y addipor CG/EM®

Otros compuestos aislados de las hojas del tanmahad sido los triterpenos lupanona y
lupeol. El proceso extractivo empleado en este éasda maceracion por 30 dias con
metanol, y el extracto resultante fue fraccionaglmesivamente con n-hexano, cloroformo
y acetato de etilo. La fraccion de cloroformo fusparada por cromatografia liquida a
vacio empleando como eluyentes mezclas al 5, 18% de cloroformo-n-hexano. Los
compuestos fueron caracterizados por espectrostRpEM y RMN* en sus variantes
proténicas Hy carbono &,

Ademas de resultar insuficientes los antecederteca de la extraccion, aislamiento y
caracterizacion de componentes de las hojas dedritatho, éstos a su vez resultan
limitados en cuanto a su extension, pues cada eiworgentra en la determinacién de un
tipo particular de metabolito, sin ofrecer una pamica general de la composicién
quimica del 6rgano. Estudios con esta perspeatiegyial resultan necesarios para poder

evaluar la verdadera riqueza fitoquimica de laasidgl tamarindo.

1.3.2 Principales metabolitos aislados en otrosairgs de Tamarindus indida

Compuestos fendlico€n los frutos del tamarindo se han aislado losla&cielagico,

clorogénico, cafeico y varias flavornidsSin embargo, las mayores concentraciones de
compuestos fendlicos han sido determinadas ereladlas. Del pericarpio de la semilla
han sido aislados: la 2,3",4"-trihidroxiacetofenoslametil-3,4-dihidroxibenzoato, el 3,4-
dihidroxifenilacetato y la (-)epicatequittaasi como la (+)catequina, y proantocianidinas
polimerizadas (en formas de dimeros, trimerosareros, pentameros y hexameros) o
conjugadas con flavonoides, como taxifoleno, apmgen eriodictiol, luteolina y
naringenina. En el interior de la semilla s6lo seuentran las proantocianidinas
polimerizadas con predominio de las tetramérfcd®e la corteza de la raiz fueron aisladas

la apigenina y la vitexind
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Compuestos volétilesPara la fruta que crece en Egipto se refieren aial e 61

compuestos volatilé§ a las de Malawi se les informan®86y a las de Cuba 81 Los
autores sefialan que la mayoria de los compuestnsfidados son derivados del furfural
o de naturaleza acidica, aunque no existen coincig® desde un punto de vista
cuantitativo ni cualitativo entre los tres estudiN® obstante, algunos de los compuestos
mayoritarios determinados en estos trabajos s@ifehilacetaldehido, el 2-furfural y el
acido hexadecanoico.

Acidos grasoslas semillas contienen acidos grasos en una pmigpoelevada. Se han
aislado los &cidos palmitico (14,8%), estearic@%d, oleico (27%), linoleico (7,5%),
linolénico (5,6%), araquidénico (4,5%), behénicd,?26) y lignocérico (22,3%).

Otros compuestos de interédsn las semillas se han aislado compuestos extamate

téxicos como son el cardendlido uzarigefineel bufadiendlido esquilifeosifa También

en semillas, se refiere la presencia de xiloglisaoon elevadas potencialidades para la
formulacion de alimentos y preparados farmacéuficdsn compuesto de naturaleza
proteica con actividad enzimética sobre la quiirobtenido también de las semiffas
En frutos, por su parte, se aislo el L-(-)-di-nHm#lato, sustancia con gran actividad
citotéxica.

Las diferencias quimicas entre las sustancias inlateen cada 6rgano son el reflejo de que
para una misma especie, la produccion y almacengonie metabolitos secundarios no es
idéntica. Por lo tanto, se deben evitar las congiamas simplistas entre érganos, que al
presentar una composicion quimica diferente, esdmbprobablemente actividades que
pueden ser distintas o de diversa intensidad. Temison posibles variaciones
cuantitativas e incluso cualitativas dentro delm@sdrgano, por la influencia de factores

ambientales, como ocurre en el aceite esencidifutel
1.4 Evaluaciones farmaco-toxicolégicas d€éamarindusindica L.

1.4.1 Estudios farmacoldgicos in vitin vivo de las hojas de Tamarindus indica

Al igual que sucede con su composicion quimicahtgas del tamarindo no han sido muy
estudiadas desde el punto de vista farmacoldgidn. énbargo, las actividades
etnofarmacologicas atribuidas principalmente a éggano son precisamente las que con
mayor frecuencia han sido cientificamente abordadas

La actividad hepatoprotectora de las hojas es @ntasl que mayor interés ha recibido

desde el punto de vista farmacoldgico. La actividepatoprotectora de un extracto acuoso
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de las hojas de tamarindo se demostr6 en el modelantoxicacion por terbutil-
hidroperéxido. También se determind la actividadiradicalaria frente al radical 2,2
difenil -1-picrilhidracilo (DPPHY. En un trabajo similar, pero empleando un extracto
etanol al 50%, se evalu6 y comparo su actividad@ale otros ocho extractos procedentes
de plantas del Caribe con reconocida actividadtoppatectora y antioxidante. El extracto
de las hojas del tamarindo resulté el segundo rtasasuperior incluso a los del Romero
(Rosmarinus officinali§}, otra de las catorce especies incluidas eGrekn Pharmacy
Herbal Handbookpara el tratamiento de las disfunciones hepd&ticavestigaciones
desarrolladas en Cuba demostraron por otra paréeco hepatoprotector de un extracto
hidroalcohdlico al 80% de hojas de tamarindo etmmanlelo de intoxicacién hepatica por
tetracloruro de carborfd

En estos estudios, fueron empleados modelos dedatadn hepatica que implican en el
mecanismo de toxicidad la formacion de radicale®ed. En dos de ellos, se determino la
actividad del extracto ensayado ante el DPPH \l estadio realizado en Cuba, se evaluo
ademas, la inhibicion del radical superoxido. Estsiltados sugieren que las hojas del
tamarindo deben ejercer su efecto hepatoprotecéaliamte un mecanismo antioxidante,
aungue el limitado niumero de ensayos no permitéveaarlo. Los trabajos apuntan
ademas, a que los fenoles y flavonoides son lospaestos responsables de dicha
actividad, aunque podrian estar sesgados por gioptitsefio.de la investigacion.

Los informes sobre la actividad antimicrobianaakeHojas datan de la década del ochenta
del siglo XX. La mayor actividad de los extractésoholicos respecto a los cloroformicos
fue demostrada frente a cepasEdeoli, B. subutilisy K. pneumoniaesin embargo, no se
definieron las concentraciones minimas inhibitoyisimctericidas de los extractds

En un trabajo mas extenso, se prepararon extractoartir de hojas y de corteza del
tamarindo que crece en Nigeria, empleando comcest#dg agua, etanol y acetona, y se
evalud su actividad ante 13 cepas de microorgamisiumatro de ellas pertenecientes a
especies de hongos o levaduras. Los extractosnamesdueron los mas activos, mientras
que los acuosos resultaron los de menor activildemas, los extractos procedentes de la
corteza resultaron, en general, mas efectivos apierbcedentes de las hojas. Ninguno de
los extractos evaluados mostré actividad ante &< de hongos y levadutasEsta
observacién coincide con las evidencias obtenidasneestudio de accion antifingica de
extractos frente a especies del gérrarsariunf®. Adicionalmente, un extracto de hojas en

etanol al 80%, mostré actividad contra varias de&pas bacterianas ensayatias
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Estos ultimos trabajos sefialan a los fenoles pflaides como posibles responsables de la
actividad antimicrobiana, a pesar de la diversifitaduimica del érgano, y del hecho de
que en la corteza los niveles de fenoles y flawdemson menores que los determinados en
las hojas.

Otras actividades farmacoldgicas demostradas enhégas del tamarindo son sus
propiedades anti-inflamatorias y analgésicas, eample biomodelos estandarizados de

ratone&®,

1.4.2 Principales propiedades farmacoldgicas ewd@as en otros 6rganos de

Tamarindus indicd..

A diferencia de las hojas, otros o6rganos del tardar han sido mas intensamente
estudiados, especialmente los frutos y las semikasiitando mayor ademas, el numero y

diversidad de las actividades informadas.

1.4.2.1 Perfil antioxidante

Los componentes presentes en la semilla han sglonéis empleados para demostrar la
actividad antioxidante de la planta. A diferenaalas hojas, en este 6rgano ademas de los
polifenoles y flavonoides, se consideran otrasasusis como las responsables de esta
actividad.

En este sentido, se demostro en cultivos de cétldasornea la actividad protectora del
polisacarido de la semilla contra la oxidacion B®&A inducida por luz ultravioleta,
destacando su posible importancia en el empleo dpapciones farmacéuticas
oftalmolégica$8’.

También se demostré la capacidad antioxidante deflawvonoide polihidroxilado
(cianidina 3-OB-D-glucosido) aislado a partir de la semilla, qoaando sinérgicamente
con otros tres componentes polifendlicos ejercimndrera efectiva un efecto protector in
vitro sobre la oxidacién del &cido linoléféoLos estudiosn vitro e in vivo establecieron
que dosis superiores a 500 mg/Kg de este glic@gddanidina modulan la produccién de
6xido nitrico en macréfagos murirfds

Por otra parte, un extracto metanolico de la cartde la semilla, con polifenoles,
proantocianidinas y (-)epicatequina en su comp@sjcmostrdo un efecto antioxidante
similar a un equivalente de 0.5 pg/mL de Troloxnewdelosin vitro de induccion de la

oxidacion de lipoproteinas de baja densidad, efgiioupor la presencia de €uy de
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oxidacion del DNA a través del radical hidroxloEn funcién de estas propiedades
antioxidantes seis extractos diferentes encontralicacion en cosmetologia, al ser
incorporados a lociones. Aquellas lociones formagadon los compuestos extraidos con
acetato de etilo resultaron las mas activas cortioxaantes”.

El fruto también ha sido descrito como antioxidarfirtractos metanolicos obtenidos a
partir de éste 6rgano, mostraron la mayor activilaccomparacion con los de otras 13
especies evaluadas. Las técnicas para estudiativadad antioxidante fueron: inhibicion
del radical DPPH, inhibicion del cation radical -aZnobis-(3-etilbenyodotiazolin)-6-
sulfonato (ABTS) y la medicion del poder antioxitarmpor reduccién del ion férrico
(FRAP)™.

[.4.2.2 Perfil antimicrobiano

A diferencia de las hojas y la corteza, extract@samdlicos y acuosos de las flores del
tamarindo mostraron, entre las 30 especies vegetaluadas, la mayor actividad sobre
cinco hongos patdgenos oportunistas del hombrea. &€sividad resultd también apropiada
frente a cepas de bacterias Gram positivas y Geativa®.

La actividad antagonista de hongos y bacterias itambe ha informado en extractos
acuosos de la fruta, con valores superiores a ldiandel resto de las diez especies
medicinales evaluad4s Estos extractos acuosos de la fruta fueron edsayfrente a
Escherichia coli Staphylococcus aureusPseudomonas aeruginosg Salmonella
typhimurim mostrando actividad a bajas concentraciones taalas las bacterias, con
excepcion d&.typhimurim’.

Los extractos obtenidos por maceracion de la semilletanol al 95%, también mostraron
potencialidades como antimicrobianos. Ello fue detmagslo en un ensayo llevado a cabo

con aves de corral, donde se manifestd el efedioidtico de los extractos evaluadds

1.4.1.3 Perfil inmunomodulador

Los polisacaridos provenientes de varios érganbtadearindo han encontrado aplicacion
practica como moduladores de la respuesta inmurgaréy de las pruebas de adhesién
fagocitaria, inhibicion de la migracion leucocitary la inhibicion de la proliferacion
celular, fue demostrada la accién antitumoral dealisacarido de la semilla

Los polisacaridos del fruto también han demostmu@ctividad inmunopotenciadora en

ratones Balb./c infectados céwtinomadura madurd® En otros estudios desarrollados
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en ratas y ratones, administrados con extractgwligacaridos del fruto, se demostrdé que
a bajas dosis (0.005-049/mL), disminuyen los niveles de interleucinf (L-1B) a
valores no detectables; sin embargo, a mayores entmaciones (50-100ug/mL)
incrementan estos niveles y disminuyen los deterlgucina 6 (IL-6)°. Los compuestos
obtenidos en forma de extractos hidroalcohdlicigscen su efecto sobre las funciones de
los neutréfilos humanos, inhibiendo de manera ddipete de la concentracion, la
generacion de las Especies Reactivas de Oxigena. a€sion la realizan mediante la
inhibicion de la actividad enzimética de la NADPKedasa de neutréfilos, 1o que
evidencia la potencial aplicabilidad de estosastts en el tratamiento de enfermedades
inflamatorias mediadas por la accién de los neilms5f.

1.4.2.4 Requlacién del equilibrio mineral vy de la®piedades biofarmacéuticas

Uno de los usos mas extensivos del fruto del tardarpor la poblacion se relaciona con
su efectividad en la litiasis renal. Desde hacei dess décadas, se comprobo
experimentalmente que extractos acuosos e hidtodicos del fruto eliminaban
significativamente los calculos renales en humaaesando la cristalizacion del oxalato
de calcio en la orifd Unos afios mas tarde, se demostré que esta actisi debia a la
presencia del 4cido tartarféoTambién se evidencié en humanos que el consunestde
extractos se asocia con la disminucién de los esvede magnesio y zinc y fluoruros en
orina; mientras que mantiene los de calcio y fasfen sus valores normales. Un
comportamiento similar ha sido observado tambiéanda en extractos de hdjasSe
plantea que la apreciable disminucion de ionegthas ocurre incluso en individuos con
bajo consumo de este elemento, como resultado deosilizacion desde los huesos. Se
observé ademas un incremento en la eliminaciérodest.

La accién beneficiosa de la eliminacion de fluosufitee evidenciada adicionalmente en un
estudio desarrollado en conejos que ingirieron digwainada por adicién de fluoruro de
sodio. Los conejos tratados con extractos del fnatonostraron la toxicidad hepatica ni
nefrolégica encontrada en aquellos que formarote kel grupo control negatito

También se ha demostrado a través de estudiosadjria influencia de extractos acuosos
del fruto del tamarindo en la biodisponibilidad lds antiinflamatorios no esteroidales.
Investigaciones en voluntarios sanos evidenciauenl@aspirina y su principal metabolito,
el acido salicilico, incrementan notablemente sieles plasmaticos al consumirse

conjuntamente con refrescos de tamarfiid®tro estudio clinico ofrecié resultados
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similares cuando se analizaron las concentracig@smaticas de Ibuprofeno y sus
principales metabolitos: el hidroxi y el carboxiufisofend’. Estas observaciones se
explican por el desplazamiento que provocan lospe@stos acidicos del tamarindo en la
union de las proteinas plasmaticas con los araimdtorios no esteroidales. La absorcion
es otro de los procesos biofarmacéuticos que eesulidificado. Los extractos del fruto
afectan notablemente la absorcién de metales commmd® y estimulan la del hierro,
ejerciendo un importante papel regulador en elliegiai mineral del organisnfd,

Los extractos de las semillas también alteran lexpipdades biofarmacéuticas de
sustancias que se administren de forma simult&tigaolisacarido de este érgano ha sido
propuesto como un buen candidato de vehiculo parmufaciones oftalmicas, al
incrementar en conejos la absorcion de los anitoigtoftalmicos, tanto en corneas sanas
como infectadas por microorganismos en casos deatifize La absorcion fue
directamente proporcional al tiempo de aplicaci@h ahtibidtico. Se propone que el
mecanismo esté asociado con el retardo del “lafisibddgico” de los 0jo¥.

El polvo de semillas del tamarindo es empleadadnrinulacion de la tableta masticable
de Nifedipino, aumentando la fuerza de bioadhesiéhfarmaco, y los porcientos de
hidratacién y liberaciét. El polisacarido de la semilla ha sido empleadtadormulacion

de tabletas de diclofenaco sodico con vistas adatasu liberacion. Los resultados
obtenidos muestran el efecto positivo de esta mscistaen la modificacion de las
propiedades biofarmacéuticas del diclofenaco sédidtuchas de las potencialidades que

posee este producto se informan en un articulewdsion de la tematica

1.4.3 Estudios toxicoldgicos de Tamarindus indica

Hace apenas unos afios, se consideraba erroneagnenites productos naturales estaban
practicamente desprovistos de toxicidad y reacsi@uversas por su propia definicion de
“natural”. El desarrollo actual de la toxicologigerimental ha demostrado lo contrario, y
se realizan revisiones toxicolégicas importantespldatas tradicionalmente empleadas,
internacionalmente y también en nuestro pais. Nstaokbe, existen precedentes en el
tamarindo dificiles de ignorar. Como se ha comentadteriormente, el empleo del

tamarindo por el hombre data de fechas anterioregesatra era, por lo que la experiencia
practica acumulada sobre el uso de esta espeaitadpacia una relativa baja toxicidad, o

al menos aquella toxicidad que se manifiesta etog@eriodos de tiempo.
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Las evidencias experimentales reunidas hasta I feceferidas en la literatura confirman
lo anteriormente explicado. En un trabajo realizatola Facultad de Biologia de la
Universidad de la Habana se analizo el estadosdevaluaciones genotéxicas aplicadas a
plantas medicinales de amplio consumo por nuesiodapion. Se particularizé qué tipos
de ensayom vitro o in vivo han sido utilizados, y los niveles de dafio genétietectados.
Los resultados reflejaron la carencia total de tefegenotoxicos en la planta (no se
especifica el 6rgano) en los cinco ensayos/itro realizados y en tres de los cuatro
ensayosn vivo. Solo la prueba de Ames &almonella typhimuriumesulté ligeramente
alteradaEstos hallazgos sugieren la relativa seguridadtgzima de la especié

Desde otro punto de vista, se realizo la evaluageta actividad mutagénica de extractos
de la corteza. Los resultados mostraron una apatecactividad protectora ante el dafo
producido al DNA por el terbutil-hidroperéxido Escherichia coliC188%.

En un estudio realizado con extractos acuosos slefridaas, se evalu6 la actividad
clastogénica y/o genotoxica en sangre perisfériea gélulas hepaticas de ratésstary

en células de la médula 6sea de rat@wiss,empleando el ensayo de microndcleos. Los
resultados mostraron la ausencia total de acci@stagénica y/o genotoxica a niveles de
dosis de hasta 2000 mg/kg de peso corporal

De la bibliografia consultada, s6lo dos referenciasfican toxicidad en la especie. Los
extractos hidroalcohdlicos al 70% de la corteza tdetarindo que crece en Cuba se
presentan como téxicos al ensaywivo de induccion de micronucleos en médula 6sea de
ratones albinos suizos de ambos sexos, aumentaedanahera estadisticamente
significativa la frecuencia de micronucleos en éoisrocitos policromaticos de la médula
para el sexo femenino a partir de dosis super@atdes 500 mg/kg de peso. Sin embargo,
ese mismo extracto resultd no téxico en el ensay&almonellaMicrosoma (Test de
Ames) para reversion bacteridhaEl otro informe de toxicidad esta relacionado tws
extractos hidroalcohdlicos del fruto, sefialados@pusibles responsables del aumento del
riesgo de sufrir cancer de colon en ratones deremprtacion”.

1.5 Consideraciones generales sobre el estrés atigo

La capacidad de los organismos vivos de empleaxigeno molecular (§ como fuente
de obtencién de energia, resultd un paso trasctaidemla evolucién y el desarrollo de la
vida en la tierra. Para ello, el,debe reducirse por incorporacion de cuatro eleesp

proceso que culmina con la formacion de cuatro cutdé de agua por cada molécula de
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O, reducida. Esta importante adaptacion se estimaiéoem el periodo Cambrico hace
aproximadamente 570 millones de afos.

Cada vez que se incorpora un electron al oxigentecular se obtiene una especie
reducida intermedia, que han sido denominadas Esp&eactivas de Oxigeno (ERO).
Ellas son: el anion superoxidoA}) el peroxido de hidrégeno §8,) y el radical hidroxilo
(OH). Aunque estas ERO son las derivadas directas deduccion del € no son las
Unicas especies de su tipo. Existen otras ERO dertancia entre ellos se encuentran: los
radicales peroxilo y alcoxilo (RQ RO), productos de la interaccién con lipidos, el écid
hipocloroso (HOCI) y el propio oxigeno en su estddasingletéO,. La literatura también
considera la existencia de las Especies Reactigabliiogeno (ERN) como el Oxido
nitrico (NO) y el anién Peroxinitrito (ONOO-); aunque quimiente resultan también
ERO™. Estas especies quimicas presentan una elevactividzal, con tiempos de vida
media muy bajos en el orden de microsegundos,unafgde ellos hasta de nanosegundos.
Sus blancos o dianas lo constituyen, en generaleipas y lipidos de membrana,
lipoproteinas, acidos ribonucleicos y desoxirribdaicos, entre otras biomoléculas.

El oxigeno molecular es uno de los componentes ntagos de la atmosfera terrestre
(21% en volumen), y es fuente de vida para la magote de los organismos Vivos.
Paradojicamente, la existencia de una atmosfegenada es al mismo tiempo un peligro
para la vida, pues en condiciones determinadasigeno molecular puede provocar la
oxidacion espontanea y total de todos los sillaesructurales de la vida.
Afortunadamente, éste oxigeno molecular resultaativelmente inerte a las
concentraciones, temperatura y presion atmosférieaexisten en la Tierra. De tal forma,
resulta utilizable y a su vez controlable por loscamismos bioquimicos de las células
aerobias. No obstante, pueden ocurrir desbalant&®0s dando lugar a lo que se conoce
como estrés oxidativo. Un concepto convencional lgueda la literatura sobre estrés
oxidativo es el siguienteES aquella situacion en la que las células estgpuestas a un
ambiente prooxidante y los mecanismos defensivoexatantes son sobrepasados de

forma que se llega a afectar el estado redox celdf
1.5.1 Fuentes y Mecanismos Generadores de Esplee@stivas de Oxigeno (ERO)

Se ha especulado que cerca del 5% del oxigenaitihalor el ser humano se convierte en

ERO, lo que representa aproximadamente 48xdléculas/persona/dia o un total de
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25,000,000,000 moléculas/célula/dfaLas fuentes mas comunes de generacién son las

siguientes:

v’ Cadena de transporte electronico mitocondrias del 95% del total del oxigeno
consumido es procesado por esta via; en conseayegiesta la via de mayor
capacidad de generacién de ERO. De hecho, revssiacteiales del balance REDOX
sugieren que es la responsable desde un 95 a und88%s ERO producid®s. El
Complejo | (NADH-ubiquinona oxidoreductasa) y ehyaejo Il (ubiquinol-citocromo
C oxido-reductasa) son dos de las principales &ésedée generacion de ERO en este
organelo.

v/ Reacciones enzimaticas no mitocondrial&curren en otros organelos como los
peroxisomas, principalemente por la accion de laaneas acil-CoA oxidasa y la
xantina oxidasa. Otras de estas enzimas que aetuaiversos niveles del organismo
son: la monoamino oxidasa, las cicloxigenasas gxigenasas, las Oxido nitrico
sintasas, las aminoacido oxidasas, la glucosasajdNADPH oxidasas, entre otras.

v Fagocitos activadasBajo la influencia de una serie de factores omegbs externos, la
accion fagocitica es activada. Esta activacionacem la generacion de importantes
cantidades de ERO. A pesar de ser este un sistentef@nsa celular, estudios actuales
lo relacionan con la aparicién de algunos tiposateet®.

v Metabolismo de farmacos y otros xenobioétidésmetabolismo de muchos farmacos y
xenobidticos cursa también con la generacion de .HR(roduccion de ERO ocurre
fundamentalmente por la actividad de las monooxigas de funcidon mixta-citocromo
P450 y por mecanismos de ciclaje REDOX.

v' Fendmenos de isquemia/reperfusi@curren cuando hay una disfuncién mitocondrial,
o de la xantina oxidasa. También, por un incrematdb metabolismo del acido
araquidonico, una infiltracion de polimorfonuclear@MN) y una activacion de la
oxido nitrico sintasa.

v Incremento de la concentracion de Oxigeno (Hipepxin aumento de la presion de
oxigeno en el medio provoca un incremento propoetien la produccion de ERO.

v’ El ejercicio fisico intensd.as sesiones Unicas de ejercicio aerobico y anmepoieden
inducir una condicién intensa de estrés oxidatapecialmente en la generaciéon de las
Especies Reactivas del Nitrogeno (ERN). El tipeepcicio, su duracion e intensidad
son factores determinantes en la cantidad de ER@rggas. Desafortunadamente, se

ha encontrado que la produccion de elevados nivideERO ocurre siempre que se
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pretende lograr maximizar las adaptaciones indsqguba el entrenamiento y el ajuste
de las funciones fisiolégicas durante este prdféso

v' Radiaciones ionizantesComo lo describe su nombre, las radiaciones amés son
capaces de activar los sistemas de generacion @ BR incidencia se manifiesta
cuando se analizan el nimero de mutaciones y cangeioéticos que éstas provocan.
El incremento de las ERO y las ERN provocan lahigion de la enzima tirosina
fosfatasa, enzima involucrada en los estados déepagion celulat®®. También causan
alteraciones en los mecanismos de reparacion déi, pxovocando un proceso de
neurodegradacién progresiva, similar a como ocenren tipo de ataxia’.

v Contaminantes ambientateSe trata principalmente de gases como el ozogp Yl
diéxido de nitrogeno (Ng), pero también se incluyen otros no gaseosos @mndos
biocidas y los pesticidas, los cuales aparecen @amtaminantes del agua, la flora y la
fauna circundante. Entre los mas comunes esté parguiil butdoxido (PBO), un
pesticida que incrementa la expresion del @&¥®1A1 una isoforma del citocromo P-
450 que cataliza el metabolismo de este producymscderivados son promotores de
tumores hepaticd®. También inhiben enzimas reguladoras del mecanisedox
celular como la glutatiéon reductasa, y la NADPHnNguna oxido-reductasa, entre otras.

v’ Estilos de vida Resulta éste uno de los factores con mayor infliaeen el estrés
metabdlico en los humanos. Dentro de esta clasific se encuentran la dieta, y los
habitos toxicos de la persona como el alcoholisrabtggbaquismo, entre otros.

v Calidad de vidaDentro de este factor se incluyen el estado hiel sk la persona, y la
incidencia de enfermedades como la obesidad, disbeimunodepresion asociada con
infecciones recurrentes de virus y bacterias, entes.

v Presencia de iones metéalicosos metales de transicion son elementos capaees d
existir en diversos estados de oxidacion; por sliopresencia en el medio puede alterar
el equilibrio REDOX de la célula. Los mayormentearocidos son el cobre y el hierro,
los cuales en sus estados de oxidaci6hyCleé* son capaces de cederle un electrén al
H.O, y formar el peligroso radical Ok través de las reacciones de Fenton y Haber-
Weisd® A pesar de ser estos dos cationes los méas redospexisten otros menos
notorios por su poca abundancia en la naturaleza,que también pueden participar en
la reaccion de Fenton y de Haber-Weiss. Ellos ebnadmio, el cromo, el cobalto, el

plomo, el niquel, el manganeso y el vandtio
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1.5.2 Mecanismos antioxidantes del organismo huwaman

Como consecuencia de la evolucion de las espédagsrganismos aerobios desarrollaron
mecanismos de proteccién contra las nocivas espeeiducidas intermedias que se
producen en el proceso de reduccion completa dgeog. En el hombre los principales
mecanismos antioxidantes son:

v' Enzimas antioxidantes Estas enzimas participan en la neutralizaciéradeERO en
diferentes puntos del proceso. La primera de edak Superdxido dismutasa (SOD).
Es la encargada de reducir la primera especie icdautermedia (&) que se produce
cuando el oxigeno molecular acepta su primer électEn el humano existen tres
familias de esta enzima: la SOD dependiente de Bla®gp que se encuentra en la
mitocondra, la SOD dependiente de Zinc y Cobre spuencuentra en el citosol, y la
SOD extracelular. También existe, aunque en meunant, la SOD dependiente del
niquel. EI HO, es la segunda especie reducida intermedia. Lamanzjue por
excelencia la neutraliza es la catalasa, que pegensu ndcleo casi siempre un atomo
de hierro, aunque las hay manganeso dependierstasaécion también es realizada por
la glutation peroxidasa (GPx), una enzima depemgiele selenio, el cual ocupa
generalmente la posicion de un atomo de azufreadeidteina. Para que pueda
mantenerse la actividad de la GPx es necesariatilddad de la Glutation reductasa
(GR). Ademés de la GPx, la Tiorredoxina/Tiorredexieductasa también participa en
la neutralizacion de #D..

v' Antioxidantes preventivos (Secuestradores de nsetdde transicion).Existen en el
organismo una serie de proteinas encargadas deporéer y almacenar numerosos
cationes metdlicos, indispensables para el funoigrgo celular, pero a su vez
peligrosos catalizadores de reacciones de genara@dERO. El hierro (el principal
catalizador de las reacciones de Fenton y Habesd)es el metal de transicion con
mayor presencia en el organismo, pudiendo signiétaquivalente de 4.2 gramos de la
masa total de un individuo de 70 kilograrH8sExiste en el organismo un sistema
proteico para su transporte y almacenamiento; akyute estas proteinas son: la
transferrina, la lactoferrina, la hemopexina y éarifina, entre otras. El cobre es otro
metal de importancia en la generacion de ERO, ausgiste en una proporcion mucho
menor que el hierro. Proteinas como la ceruloplaangila albimina, son capaces de

regular su concentracion circulante. Otras proteim&nos especificas actian como
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reguladores de las concentraciones de otros metalesjemplo mas relevante lo
constituyen las metalotioneinas.

v/ Sustancias Endbégenas no proteicas con Capacidahdadnte. Otras sustancias de
naturaleza no enzimatica también son responsableseduestro de las ERO generadas
en los procesos metabdlicos vitales. La mas notédblellas la constituye el tripéptido
conocido como Glutation, el cual existe en su forathucida (GSH) y su forma oxidada
(GSSG). Su concentracion en fluidos es muy baja.d®o lado, la bilirrubina y la
albumina plasmatica son los principales compueasbosnzimaticos reguladores de las
ERO en plasma, aunque también a este nivel ejenceacsion la Ubiquinona
(coenzima Q).

v" Antioxidantes exdgenos obtenidos de la digéatre los antioxidantes exégenos se
encuentran las vitaminas E y C, carotenos, licopgnxantinas, polifenoles, elementos
inorganicos integrantes de los sistemas enzimatimosontrol endégeno, como el

selenio, el hierro, el cobre, y el molibdeno, eotres.
1.5.3 Efectos del estrés oxidativo en la salud mana

Dada la elevada reactividad de las ERO, los blafenmsacoldgicos de los mismos son
multiples; y en consecuencia, numerosas las pasdogsociadas a la accion nociva de
estas especies. Internacionalmente es aceptadeleb le que las ERO son responsables
de mas de 100 desérdenes fisiopatoldgicos, y aeioaln con la aparicion o agudizacion
de numerosas enfermedades. A continuacion se optati ejemplos de las mas
significativas, por sistema de 6rganos:

»  Sistema cardiovasculaaterosclerosis, infarto del miocardio, cardiopaicoholica,
enfermedad cardiaca coronaria, hipertensién, entag"

»  Sistema nerviosoenfermedad de Parkinson, Alzheimer, neuropat@halica,
isquemia o infarto cerebral, diversos tipos de iatagnfermedad de Huntington,
entre otras™.

»  Sistema respiratorio distrés respiratorio, enfisema pulmonar, asmdereredad

pulmonar obstructiva crénica, entre otfds

Sistema osteomuscuigkrtritis reumatoidea.

Sistema endocrind®iabetes.

Sistema sensoriatataratas, dafio degenerativo de la retina, fiastgoretrolental.

YV V VYV V

Sistema excretonefrotoxicidad.
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»  Sistema inmunesindromes autoinmunes, SIDA

»  Sistema digestivoesteatosis hepatica, lesiones hepdaticas indugida®l alcohol,
cirrosis hepatica, hepatitis toxicas, entre otfas>

Otras enfermedades o estados no localizados, amutdes o generales y que también

estan relacionados con el estrés oxidativo soncéelcer, la psoriasis, procesos

inflamatorios, la apoptosis celular y el envejeeinto, entre otrds’.

1.7. Productos vegetales en la terapia antioxidante

Las plantas superiores son los organismos vivos @figentes en la produccion de
oxigeno, pero a su vez los que estdn sometidosaanayor influencia nociva de éste,
debido a las elevadas concentraciones a las qagpsmen sus células. Por ello, aunque
poco estudiado, el mecanismo de defensa contieR@sde las plantas debe ser uno de los
mas eficientes dentro de las especies vivas. Ndtaeasombroso entonces, el hecho de
qgue la mayoria de los antioxidantes naturales dedigpone el hombre provengan del
reinoPlantae,ni tampoco la diversidad quimica de los misthbs

Entre los compuestos presentes en las plantas agorractividad antioxidante informada

se encuentran: polifenoles (taninos, flavonoidesivddos del acido cinamico, xantonas,

coumarinas, lignanos, quinonas, rotenoides, embtibe etc.), aceites esenciales

(terpenoides y aromaticos), los acidos grasosrg#ts e insaturados), algunos alcaloides

(derivados de la isoquinoleina) y otros compuestosio los carotenos, los acidos

benzoicos y ascorbico, tocoferoles, el sitosterelegmentos minerales . Esta diversidad

estructural influye en el hecho de que multiplepeees vegetales se empleen como
antioxidantes, resultado de la accidon sinérgicaode el fitocomplejo. Algunas de las
especies que se cultivan y utilizan en Cuba, y aeupresentan actividad antioxidante
demostrada son:

»  Uva (Vitis viniferg: Probablemente sea la planta con mayor numerestielios
relacionados con la actividad antioxidante. Estdéividad ha sido asociada
basicamente a la presencia de elevadas concentacide polifenoles como
flavonoides (quercetina, kaemferol, rutina, categuiepicateqina, procianidinas y
antocianidinas), derivados del &cido benzoico c@mécido galico, derivados del
acido cinamico (acidos cafeico, cumarico y ferglicp estilbbenos como el

resveratroft120-121
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»  Pimienta negraRiper nigrum): Produce pequefas cantidades de &cido ascérbico y
beta-caroteno; sin embargo, su elevada producadaceites esenciales y acidos
grasos saturados e insaturados, convierten aldrutm excelente antioxidaft&'?®

» Jengibre Zingiber officinalg: Produce pequefias cantidades de acido ascérbico y
beta-caroteno, pero importantes cantidades de epolés como flavonoides,
derivados del 4cido cinamico, aceites esenciaté$og grasos saturados, selenio y la
amina capsaicirfa**?>

» Mejorana Qriganum majorang Produce elevadas concentraciones del acido
rosmarinico, apreciables cantidades de &acido asodrly beta-sitosterol pero
pequefias de beta-caroteno. Ademas, se destacaapprodiuccion de aceites
esenciales y polifenoles como taninos, hidroxigua® y fenoles simpl&S.

» Romero Rosmarinus officinalls Produce importantes cantidades de aceites
esenciales, acido ascérbico, beta-caroteno, befstesiol, asi como compuestos
polifendlicos como flavonoides, taninos y derivades acido cinAmico. También se
le han determinado importantes concentracionessipdliterpenos acido ursolico y
acido rosmarinics”.

» Mango Mangifera indicg: La corteza de esta planta ha sido extensamsnidiada
en Cuba, donde sus diferentes formulaciones serc@iiean bajo el nombre de
Vimang®. Presenta elevadas concentraciones de igelgero su actividad
antioxidante ha sido atribuida principalmente antastiples polifenoles que produce
como son derivados del acido benzoico, éstereslidesp flavonoides (del tipo
flavanoles), y su principal componente la xantomagiferina?+2%:3

Muchas otras especies son empleadas en Cuba cdrogidantes en el tratamiento de

multiples patologias; sin embargo, el limitado nionge investigaciones tanto en el area

quimica como en la farmacologica, limitan su em@etensivo. Una de estas especies es

Tamarindus indicd.., cuyas hojas aunque empleadas por la poblac@acen de estudios

quimicos y farmacolégicos profundos que permitaimsarporacion al arsenal terapéutico

de Cuba y del resto de mundo. Las investigacioraeizadas en el presente trabajo
permiten brindar nuevas evidencias del potenciadliciveal que ofrecen las hojas del
tamarindo al evaluar las propiedades etnobotandmscritas. Se contribuye asi al
esclarecimiento de su composicion fitoquimica ylae posibles mecanismos por los
cuales muestran accion antioxidante y antimicrahidm que facilitaria su empleo en la

industria médico-farmacéutica.
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Capitulo Il. MATERIALES Y METODOS

.1 Material VegetalLas hojas deTamarindus indicaL. empleadas en la tesis
proceden de una poblacién localizada en la UBPQidNBonita" del poblado de “El
Caney” en el municipio de Santiago de Cuba, GPZBB.9'N y 075° 45°25.8""W. Para
seleccionar la poblacion de tamarindo en estudiotugieron en cuenta los siguientes
criterios de inclusion:

a) Que estuviera alejada de caminos y carreteras eatar trabajar con material
contaminado con plomo proveniente de la combusi®masolina, pues el mismo
puede precipitar los flavonoides en el procesoxigecion. Esto evita, ademas, el
estrés metabolico de la plantas.

b) Que la poblaciéon estuviera integrada por mas dedbviduos, y que éstos se
encontraran en estado adulto (capaces de expeamestprocesos de floracién y
fructificacion) para evitar posibles diferencias ta®licas debidas al grado de
desarrollo de la planta.

La poblacion fue identificada por el Dr. Jorge &ie€Calzado y se depositdé la muestra

herbario en la seccion docente del herb#88C] del Departamento de Biologia de la

Universidad de Oriente con el registro 052216. talectas se realizaron siempre en las

primeras horas de la mafana (entre las 7:00 y0&9 AM). El material fue secado al sol

hasta peso constante (humedad residual en esté&a d2 %), molinado y tamizado hasta
un tamafo de particulas inferior a los cuatro nathws, segun experiencias anteriores de
nuestro grupo de investigacidh Las hojas frescas destinadas a la elaboracién de
extractos fueron colectadas varios dias despuésuando coincidir con la misma fecha
de preparacién del resto de los extractos.

1.2 Caracterizacion fitoquimica de extractos totdes de las hojas

Con el objetivo de identificar los compuestos magaos producidos por las hojas de
Tamarindus indicalL. se realiz6 su caracterizacion fitoquimica gehePara ello, se
seleccionaron solventes de diversa polaridad (sém@stablecido por la ruta critica de
investigacion en Plantas Medicinalf@s)preparando extractos totales que fueron evatuado
por diferentes técnicas analiticas. Como matergetal se empled droga seca, segun
experiencias anteriores de nuestro grupo de imagstin', y droga fresca por tratarse de

la forma en que tradicionalmente lo emplea la pobia
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11.2.1 Extraccion en Soxhlet con cloroformo. Asiél por Cromatografia Gaseosa y
Espectrometria de Masas (CG/EM)

En un equipo de extraccion Soxhlet se colocarog 86 droga seca que fueron extraidos
hasta el agotamiento con 250 mL de cloroformo (BDHglaterra). El extracto
cloroférmico se dej6 enfriar y posteriormente, smstié a un andlisis quimico mediante
CG/EM. Se empledé un equipBISONS Trio 1000(Finnigan, Bremen, Alemania),
constituido por un cromatografo de gases Mega i2ssacoplado a un espectrometro de
masas cuadrupolar de impacto electronico positadp de ionizacion) y un intervalo de

masas entre 10 y 500 u.m.a. Las condiciones deimergacion fueron las siguientés

Columna Capilar de Silicona SPB-1, de 30 m x 0,82 yrun didmetro interno = 1um.

Temperatura de inyeccién = 210 Temperatura de interfase = 260
Temperatura de la fuente= 280 Volumen de inyeccion = 1 pL
Razon de separacion = 100:1 Impacto electrorositipo 70 &V

Flujo del gas portador (He): 1 mL/min. Tiempo dditiyss: 60 seg.
Programa de temperatura®’@0(3min), 4C/min hasta 25t (10 min.).

La identificacion de los compuestos se realiz6 @mampdo los espectros de masas y los
indices de retencion obtenidos con los existentetaebase de datos IDENT. Algunos

espectros de masa fueron comparados con la bisifiagespecializada del tefia

11.2.2 Extraccion de los componentes volatiles fidrodestilacion. Analisis por
Cromatografia Gaseosa y Espectrometria de MasagE®p

En un balén de destilacion se afiadié 200 g de liasas recién colectadas y se sometié
a un proceso de hidrodestilacion por dos horasghuge enfriarse y determinar el
rendimiento, la solucién fue extraida con cloroforml cual fue posteriormente removido.
El aceite volatil obtenido se sometid a un estuglidmico por CG/EM. Se empleé el
mismo equipd=ISONS Trio 100@on algunas condiciones de experimentacién difesent

seguin experiencias previas de nuestro grupo dstigaeiort>**?
Temperatura de inyeccién = 2@0 Temperatura de interfase = 320
Temperatura de la fuente = 2@0 Volumen de inyeccion = 1 uL

Programa de temperatura>@d(3min), 8C/min hasta 26T (15 min.).
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11.2.3 Extraccion con solventes de mediana y plitaridad. Tamizaje Fitoquimico y

cuantificacion de metabolitos secundarios

En dos percoladores de vidrio &mbar se afiadierdorgXe la droga seca (acapite 11.1). La
droga se extrajo empleando el método de percolagiémia humectacion (30 min y
volumen de 1mL/g de droga seca), segin la NormaaRde Salud Publica 311/5% y
tres dias de extraccion. Se emplearon para ells, sttventes de mediana polaridad,
consistentes en mezclas hidroalcélicas al 30 y0oa¥7 obteniéndose finalmente sendos
extractos fluidos.

Para la obtencién de extractos polares se emplagual y el método de decoccitn(el
mayormente empleado por la poblacion). Se afiad@day tanto de la droga fresca como
de la secada al sol, a 100 mL de agua en ebullidé@ndose en contacto con la misma
por 30 minutos. Se dej6 reposar, se filtr6 y a ioomcion se concentr6 en un
rotoevaporador KIRKA-WERKE (Alemania) hasta obted@ mL de cada extracto polar.
Los extractos fluidos y las decocciones obtenidesoin analizados cualitativamente a

través de un tamizaje fitoquimico de rutina. Logahelitos evaluados fueron:

Metabolito Ensayo Metabolito Ensayo

Dragendorff 6 Saponinas Espuma

1 Alcaloides Mayer 7 Mucilagos Mucilagos
Wagner 8 Grasas Fijas Papel + Sudan Il

2 Triterpenos y esteroide Lieberman—Burchard 9 Aceites esencales Papelr+ olo
*Rosemheim 10 Carotenos Carr-Price

3 Quinonas Borntrager , Fehlin

4 Cumarinas Baljet k 11 Azlcares reductores Bengdict

5 Fenoles y taninos Cloruro férrico 12 Flavonoides Shinoda

Los resultados positivos de estos ensayos fuerotrastados con los obtenidos para
soluciones patrones de cafeina (alcaloides), autdst(triterpenos y esteroides),
mangiferina (quinonas), warfarina (cumarinas), @adighico (fenoles y taninos), glucosa
(azucares reductores) y quercetina (flavonoides).

Para la cuantificacion quimica de los fenoles ¢stale empleé un método colorimétrico
con el reactivo de Folin-Ciocalte’dt) registrando los valores de absorbancia a 700 nm.
Los resultados se expresaron como acido tanicortir p@ una curva de calibracion
obtenida para dicho compuesto en el intervalo da 426 pg/mL. Se utilizé un
espectrofotometro UV-Visible Ultrospec Il (PharnatKB. Suecia).

La cuantificacion de flavonoides totales se reatim6 un método colorimétrico basado en
la reaccion con cloruro de aluminio al 2,5% en meid®, determinando las absorbancias

a 430 nm. Los resultados se expresaron como qirercat partir de una curva de
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calibracion obtenida para dicho compuesto en @nmto de 0.1 a lg/mL. En las
mediciones se empled un espectrofotometro CECIZZID (Reino Unido).

Las evidencias obtenidas en el examen fitoquimigalitativo y cuantitativo de los
componentes de las hojas del tamarindo, fueronidenaslas en la seleccion de la

naturaleza del menstruo con el propésito de alcdaoganejores resultados extractivos.

11.2.4 Andlisis de elementos minerales por Espactinia de Plasma Inductivamente
Acoplado (ICP)

En este estudio se consideraron elementos esenadi@s que se les reconoce accion
antimicrobiana y aquellos de valencia multiple quaz, sus posibles cambios de estados de
oxidacion, puedan jugar un papel importante enatdrite REDOX de la célula como el
Cobre (Cu), Hierro (Fe), Selenio (Se), MolibdenoojMCobalto (Co), Niquel (Ni),
Manganeso (Mn), Cromo (Cr), y Vanadio (V). Se iyelton ademas, aquellos elementos
que forman parte de enzimas antioxidantes imp@sacamo el Zinc (Zn), y los que por su
toxicidad deben ser monitoreados como es el cddela®o (Pb) y del Cadmio (Cd).

Se procedi6 a la digestion de 2 g de droga seé@pifacll.1) en una mezcla de acidos
nitrico/clorhidrico concentrados y el material tesmte fue filtrado y trasvasado a un
volumétrico de 25 mL para su posterior analisis [spectrometria de Plasma
Inductivamente Acoplado (ICP) en un equipo SPECRRLAS (Alemania) de vista axial.
Igual metodologia se empled para determinar lasesdraciones de dichos elementos del
suelo donde crece la poblacion de tamarindo erdiestliodos los reactivos empleados
fueron de calidad espectral.

En la preparacion de las soluciones se empled dgsidonizada con una conductividad

menor de 0.11Q/cm. Las condiciones de experimentacion se refiareontinuacion:

Parametros Condiciones Parametros Condiciones
Frecuencia 27 MHz Tipo de nebulizador Meinharch{émtrico)
Energia del plasma 1.4 KW Tipo de antorcha De ole@eza
Tiempo de integracion 24 seg V. Flujo del gasautmt 0.4-1.5 L/min (optimizada)
Correccion del fondo dindmica V. Flujo del gas &axi 1 L/min
Preflujo lento 2,28 rpm V. Flujo del gas formagidasma 12 L/min
Numero de mediciones 3 Preflujo rapido 4,20 mL/(6B rpm)
Ranura de entrada 25 um Distancia de observacion 10 rBm (optimizada )
Dispersion 0.55 mm/min Resolucién del monocromador 0.0137 mm
Factor de tiempo 100 % Distancia focal del espectro 750 mm
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1.3 Influencia de la concentracién de etanol y etiempo de humectacion en el

proceso de extraccién de metabolitos

La experiencia de nuestro grupo de investigaciorarda 18 afios, sugirid que los
parametros concentracion hidroalcohdlica y tiemgo hdimectacion son los que mas
influyen en el proceso de extraccion de metabobtosas hojas déamarindus indica..

Esta es la razon por lo que en la Tesis solo fuenosiderados estos dos parametros.
11.3.1 Seleccion del solvente con mayor capacidaéxraccion de metabolitos

Para cumplimentar esta parte del trabajo experaheet prepararon extractos fluidos por
percolacion (similar dl.2.3) de las hojas secas y molinadas (acapite Il.1pleando
concentraciones hidroalcohdlicas al 60; 70; 80 ¢y®Q.as condiciones de laboratorio y la
droga con que se prepararon los extractos fluidesoh las mismas, variando Unicamente
la naturaleza del menstruo a utilizar. Para aumedateeproducibilidad con relacion a la
composicién de las formulaciones, se prepararaaeis fluidos provenientes de hojas de
plantas en dos etapas diferentes del ciclo de flmi@cion y fructificacion con vistas a su
comparacion. Para su caracterizacion se empleasosiguientes parametros cuantitativos,
indicativos de la capacidad extractiva:

« Solidos Totales Se determinaron segin la Norma Ramal de Salutic@12/91%°

* Cenizas Totales Se determinaron por modificacién de la técnicscdta en la NRSP
309/91*, sustituyendo los dos gramos de droga por doditrodi del extracto a
evaluar.

* Fenoles TotalesSe empled la metodologia explicada en el acajpiged)

* Flavonoides Totales:Se emple6 la metodologia explicada en el acapige3)

e Carbohidratos Totales: Se realiz6 empleando el método colorimétrico fenol
sulfarico**?, midiendo las absorbancias a 490 nm, en un espetdmetro Ultrospec I
(Pharmacia LKB. Suecia). Los resultados se expsasasmo D-glucosa a partir de una
curva de calibracion obtenida para dicho compuesioel intervalo de 0.01 y
0.1 mg/mL.

Debido a las diferencias en cuanto a las unidadetasl cinco variables cuantitativas

consideradas, se realiz6 un procedimiento de csidverde los datos cuantitativos

continuos en datos ordinales. Ademas, se efectagenarquizacion de los datos con vistas
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a ponderar el valor ordinal en funcion de la reteia o potencialidad farmacolégica de la
variable medida. Los patrones de conversion fukr®siguientes:
* Asignar valores de cuatro, tres, dos y uno, se@snvalores de la variable
cuantitativa medida: cuatro al de mayor valor y ahde menor valor.
» Establecer tres niveles de importancia de variabkignandole valores de tres, dos
y uno. Las variables fenoles y flavonoides totalesconsideraron las de mayor
importancia, asignandoles el valor de tres. A lolgdss totales se les asigno el
valor de dos, y a las variables cenizas y carbatodrtotales el valor de uno.
De tal forma, la capacidad extractiva de cada stdvdue definida por un valor
matematico calculado para cada extracto, el cualduresultado de la sumatoria del
producto del nivel jerarquico de cada variable Ipsrvalores ordinales asignados en cada
caso. El solvente con mayor capacidad extractiva sguel cuyo valor matematico
calculado sea mayor.
Ademas de estas variables cuantitativas, indicatole la capacidad de extraccion, se
consideraron otras dos variables de naturalezaatiiad para, en caso necesario, reforzar
la seleccion de uno u otro solvente. Estas vasdioleron:
* pH: Se determind segun la Norma Ramal de Salud RUBIi2/91
» Espectro UV-Visible Se evaluaron los maximos de absorbancia en l@émreg
comprendida entre 190 y 900 nm en un espectrofatonaECIL CE 7200 (Reino
Unido) por un analista. El experimento se repitdd pn segundo analista en un
espectrofotometro Ultrospec Il (Pharmacia LKB. Sap

11.3.2 Evaluacion de la influencia de la concewion de etanol y tiempo de

humectacioén en el proceso extractivo

Se realizé6 un disefio de experimentos del tipo cestpucentral 2 mas principal (8
experimentos del disefio y dos puntos centralesp) gue se fijaron todas las condiciones
de extraccion (acapites 1.1 y I1.2.3) modificandxclusivamente los parametros
concentracion de etanol y tiempo de humectacionlgdirazones antes expuestas. Se
evalu6é la influencia de los mismos sobre cada uealad variables dependientes
cuantificadas en el acapite anterior (solidos, Za&gifenoles, flavonoides y carbohidratos
totales) en los extractos fluidos preparados. Saezirel software STATGRAPHICS Plus
version 5.1 para Windows (Graphics Software Systeé®i€CC, 2000, Rockville, MD,
USA). La calidad de los modelos se evalu6 a pairlos valores del coeficiente de

34



determinacion (), del p-valor de la prueba de Durbin-Watson y-ghjor de la prueba de
falta de ajuste. Los niveles empleados para catablafueron:

Niveles de Variable
Variables independientes Cdbdigel.414 -1 0 1 1.414
Concentracion de etanol (%) 1 X 55.86 60 70 80 84.14
Tiempo de humectacién (min) X 17.57 30 60 90 102.43

La opcion de optimizacibn de respuesta multiple dalograma estadistico
STATGRAPHICS Plus se emple6 para obtener la corsliinaadecuada de parametros en
la que la expresion de las cinco variables depateiecuantificadas sea un maximo. Para
esto, el programa tiene implementada la opciorfuecfon de conveniencia”. Al igual que
en el acapite anterior, se realizé una jerarquiabajo los mismos criterios, de cada una
de las variables respuesta.

Se comprobd la efectividad de las prediccionesizadds en la funcién conveniencia,
mediante la reproduccion experimental de la condbdmade factores (concentracion de
etanol y tiempo de humectacion) sugerida por elelmdse determinaron los valores de
cada una de las cinco variables respuesta por uglicddo, y fueron comparados
estadisticamente con los predichos por la funa@émpleando una prueba de contraste de
hipotesis.

1.4 Formulacién y caracterizacion del extracto fuido en etanol al 70 %

11.4.1 Formulacién de los extractos fluidos. Caex@sticas organolépticas

Se prepararon extractos fluidos segun las condisioobtenidas en el proceso de
evaluacion del proceso extractivo desarrolladoleac@pite anterior. Se partio de 50 g de
la droga seca y se realiz6 el proceso de extraqdmpercolacién durante tres dias. Los
extractos colectados se reunieron y se concentrarorun rotoevaporador KIRKA-
WERKE de procedencia alemana a temperaturas irderi@ los 50 °C hasta los 50 mL
establecidos.

Los extractos fluidos se formularon con materiajetal colectado en diferentes etapas del
ciclo de vida de la planta en un periodo de dos.afie tom6 muestra los meses de Junio
2007 y 2008 (Estado vegetativo), Noviembre 20070§82(Floracion) y Marzo 2008 y
2009 (Fructificacion). La recoleccion y el tratant® del material vegetal se realiz6 de

manera similar a lo descrito en acapites anterigrd3. Paralelamente a esto se desarrolld
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un estudio de dindmica de acumulacién en el peréodaprendido entre Agosto 2007 a
Junio 2008 bajo las mismas condiciones.

Las propiedades organolépticas color, olor y sa®determinaron segun la Norma Ramal
de Salud publica 312/91.

11.4.2 Caracterizacion fisico-quimica de los exti@s fluidos en etanol al 70 %

Cada extracto fue caracterizado desde el punto id@ Visico-quimico segun la
metodologia descrita en la NRSP 312/91. Los paréasideterminados fueron: pH, solidos
totales, densidad relativa, indice de refraccioderAds, se estimaron las cenizas totales
segun la modificacion de la NRSP 309/91 descritel acapite 11.3.1.

11.4.3 Caracterizacién quimica general del extafluido en etanol al 70 %

Como variables en la caracterizacion quimica desldsactos fluidos se consideraron los
fenoles, flavonoides y carbohidratos totales, dfiaatios segun las metodologias referidas
en el acapite 11.3.1. Ademas, se realizé la deteamion de los elementos inorganicos
previamente estimados en las hojas (acapite I).getdp empleando en vez de dos gramos

de droga seca, dos mililitros del extracto fluido.

11.4.4 Fraccionamiento quimico del extracto floidn etanol al 70 %. Caracterizacion
espectroscopica

El extracto fluido se someti6 a un fraccionamiefitpuido-liquido con solventes de
creciente polaridad (n-hexano, cloroformo, acetioetilo y n-butanol). Las fracciones
mas apolares (n-hexano y cloroformo) se analizamnCG/EM en iguales condiciones a
las declaradas en el acapite 11.2.as fracciones mas polares (acetato de etilo ytarol)
se analizaron por cromatografia de capa delgadadméinidimensional con sistema de
solventes fenol-agua (3:1); y método bidimensiccat butanol-acético-agua (4:1:3) y
(6:1:2) como primer sistema de solvente, y acidetiec al 5% como segundo solvente.
Luego de optimizado el sistema de solventes, $edama cromatografia en placas de alta
resolucion (HPTLC) acoplado a un espectrofotometké-visible LINOMAT IV con
arreglo de diodo (CAMAG, Suiza). En todos los casmsitilizaron placas de silica gel de
dimensiones 20x20 (Merck EMD, Alemania).

Como reveladores se emplearon el hidroxido de amdiH,;OH), una lampara

ultravioleta de onda larga y el cloruro de alumif@Cls) al 2,5% en metanol. La
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caracterizacion parcial se realiz6 mediante laomez de flujo (Rf) referidas por
Harboné®®

La separacion cromatografica por HPTLC se realizarea camara horizontal de 10/10 por
el método bidimensional con los sistemas movildsutanol-acético-agua (6:1:2, viviv) y
acido acético al 5%, sistema de solventes con egja@sultados resolutivos en la técnica
de cromatografia de capa delgada (TLC).

La aplicacion de las muestras se desarroll6 coraplitador automatico en forma de
bandas LINOMAT IV (CAMAG, Suiza) con un ancho dentdas de 3 mm y un volumen
de 10 ul en placas de silica gel 82RMerck, Alemania) de dimensiones 10x10 con
indicador interno de fluorescencia. La lectura de lbandas se realizd por absorcion a
254 nm con una velocidad de barrido de 4 mm/s etlensitometro Scanner Il (CAMAG,
Suiza).

A las manchas con mayor intensidad de absorcidessegistro el espectro de absorcion
en la regidn ultravioleta-visible. Se empled laidépcpureza” del software CATSP(anar
Chromatography Managgwversion 3.20, el cual realiza una medicion espeat inicio, a
mediados y al final de la mancha. Los valores dedaones de flujo fueron determinados
autométicamente por el equipo, considerando elrceleg la muestra como la zona de
mayor intensidad de absorcion. Todas las deternoines se realizaron en el densitobmetro
Scanner Il (CAMAG, Suiza).

.5 Evaluacion de la actividad antioxidante del gtracto fluido y sus fracciones
1.5.1 Actividad frente al radical 2,2 difenil {ierilhidracilo (DPPH)

El radical libre 2,2 difenil -1-picrilhidracilo esn radical que permanece estable cuando se
le disuelve en etanol, presentando un maximo derladscia a los 517 nm. El ensayo se
basa en la reduccion del radical libre estable d@f2nil -1-picrilhidracilo por los
antioxidantes que se encuentren en la soluciérlaat?’. El extracto fluido al 70% vy sus
fracciones (acépite 11.4.3) fueron concentradog@uedad por liofilizacion (TELSTAR,
LIOALFA-6, Espafia) y redisueltos en etanol absqlotanteniendo la proporcién de 1 mL
por cada gramo de droga seca de partida tanto gbagatracto fluido como para sus
fracciones. El experimento se realizé por triplc@dn siete niveles de concentracion para
cada extracto.

En términos generales, a 2 mL de las disoluciomé®xtracto a evaluar se les adiciona
1 mL de solucion etanodlica de DPPH 0,1 mmol/L (Signef. D9132), se homogeneiz6 e
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incubd 1h a 25 °C. Transcurrido este tiempo, seidmia absorbancia a 517 nm. La
solucion de DPPH se empleé como control de absoidatas disoluciones de los
extractos en etanol como blancos, y solucionektas de Quercetina (Fluka, Alemania)
como control positivo. El porciento de inhibiciéeldadical DPPH se determind por la
ecuacion:

% Inhibicion DPPH = (AP-AM)/AP *100

ecuacion 1

Donde:
AM = Absorbancia del extracto evaluado (Muestra)
AP = Absorbancia del DPPH (control de absorbancia)
Los datos fueron normalizados empleando el logaritratural de las concentraciones
ensayadas. Posteriormente, se realizO una regréisga entre los logaritmos de las
concentraciones y los porcientos de inhibicion BEIPH. Basado en esta relacion se
calculd la concentracidon del extracto necesaria fainhibicion del 50% de la cantidad
inicial de DPPH (1Gy).
A cada una de las fracciones se les determind ajdosvalores de concentracion de
fenoles y flavonoides totales (111.1). A partir s valores de fenoles y flavonoides totales
calculados para el extracto fluido al 70 % y sumcdiones, se obtuvo la matriz de
correlacion entre la variable farmacoldgica (partmede inhibicién del DPPH, Kg) vslas
variables quimicas (concentraciones de fenolesayofioides totales), para estimar la

posible influencia de dichos compuestos en la igetd/evaluada.
11.5.2 Determinacion del Poder Reductor

El poder reductor se determiné por la técnica iddepor Yen y Cheft® al extracto fluido

al 70 % y sus fracciones, que fueron concentradgssegaiedad en un rotoevaporador
KIKA-WERKE (Alemania) y redisueltas en etanol al%fQmL/g de droga seca). Se

emplearon cinco niveles de concentracion de losaetis analizados. A 1 mL de las

muestras o del solvente (blanco) se adiciono 2,5entampodn fosfato 0,2 mol/L, pH 6,6 y

2,5 mL de solucion de ferricianuro de potasio (I@/mi). Se incub6 20 min. a 50 °C y

una vez frescas las muestras, se afiadid 2,5 mlgde @destilada y 0,5 mL de acido

tricloroacético 10 mg/mL. A continuacién, se tonma®)5 mL de esta mezcla, a los que se
adicion6é 2,5 mL de agua destilada y 0,5 mL de ctorférrico (1,0 mg/mL). Las
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absorbancias de las muestras se registraron an7@h mn espectrofotdmetro Ultrospec

(PHARMACIA LKB, Suecia). Como sustancia de refeiarse empled la quercetina.

Los datos fueron normalizados empleando el logaritratural de las concentraciones
ensayadas. Mediante regresion lineal simple easrdolgaritmos de las concentraciones y
la absorbancia del complejo de hierro Il formade, determind la concentracion del

extracto a la cual se alcanza un valor de absoidanee resulte comiun a todas las
fracciones activas (A= 0,300). En este ensayo, nariemento de la absorbancia es
interpretado como un incremento del poder reductor.

De modo analogo al ensayo de reduccion del DPRHplfitenida la matriz de correlacién

entre la variable Poder de reduccigmconcentracion de fenoles y flavonoides totales,

determinandose la posible influencia de estos cestps en la actividad medida.
11.5.3 Determinacion de la capacidad de acomptegnto de F&

La capacidad de acomplejamiento de’*Fse realiz6 segin el método descrito por

Andjelkovic y col*°

. Se registrd el espectro UV/visible (200-800 nra)laks extractos a
evaluar, antes y después de afadir alicuotas datosulle hierro heptahidratado
(FeSQ x 7H,0) a concentraciones de 0,01 y 0,1 mmol/L en uraspfotometro RAY
LEIGH UV-2601 (China). Para ello, se emplearon gimoncentraciones diferentes del
extracto fluido en etanol al 70%, sus fraccionéma@ al 70% como blanco y la quercetina
como sustancia de referencia. Las fracciones fugreviamente concentradas a sequedad
en un rotoevaporador KIKA-WERKE (Alemania), y mg&irmente redisueltas en etanol
al 70% (mL/g de droga seca). La capacidad de acgampiento de F& se evalud a partir
de los corrimientos o saltos batocromicos experiatgs por la muestra en estudio,
definiendo para cada extracto o fraccion las lamgis de onda mas significativas. Se
consideraron preferentemente la generacion de suphos de absorbancia y aquellos
incrementos localizados en zonas donde la fracoi@xtracto no presenta maximos de
absorcion cercanos. Cada ensayo se realizé pacdde!

Todas las soluciones empleadas fueron preparadaddipamente empleando agua
bidestilada, la cual posteriormente se somete & hétfiasdnico por 45 minutos para
eliminar el oxigeno libre que pueda promover ladagién no sélo del B&sino también
de componentes del resto de las soluciones empglebddotalidad de las mediciones se

realizaron en tampén imidazol pH 7,3, preparaddiség Farmacopea Britanica
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Para cada extracto o fraccion se definié la longitle onda a la cual absorben los
productos de la reacciéon con el’FeSe representé graficamente el inverso de la
absorbancia (a la longitud de onda defini®gl inverso de la concentracién (1vA1/C),
y se estimé la ecuacidn de la recta que descrifemémeno.
La capacidad acomplejante de las fracciones sen@sé través de la constante de
acomplejamiento segun la ecuacion:
k= intercepto/pendiente

ecuacion 2
El secuestro del B&por agentes quelantes es una via importante pahaae la actividad
antioxidante de una sustancia. Sin embargo, el mpormado deberd permanecer
estable reteniendo el i6bn para que éste no sedacadevamente al medio. Para evaluar la
estabilidad de los complejos formados, se preparsotuciones del acido etilendiamino-
tretracético (EDTA), las que fueron afiadidas ercentraciones de 0,01 y 0,1 mmol/L a
los complejos formados en el ensayo anterior. Serrde6 el porciento de complejo
remanente por medicion de la intensidad de absom&la mezcla, antes y después de
anadido el EDTA.

11.5.4 Determinacion del porciento de inhibicioe ¢ produccion de Oxido Nitrico
(NO)

En una placa de microtitulacion de 96 pocillos dedb en U (Rubilabor, Espafa) se
depositaron 300uL de una suspension de leucocitos humanos en iGolgalina
balanceada de Hanks (HBSS) (Sigma cod. H8264) @éaaa partir de sangre humana
total. Posteriormente, se afadieron seis nivelesatkeentraciones decrecientes de las
fracciones a evaluar. Se adicionaron ademasl.2@e solucion de HBSS en los pocillos
correspondientes a los controles y se incubaromib® a 37 °C con agitacion horizontal
(Incubator SI50, Stuart Scientific, UK). Luego sgegaron 2QuL del Lipopolisacarido
bacteriano (LPS) deéE. coli 0127:B8 (Sigma cod. L3129) como estimulante de la
produccién de NOy se incubd la muestra durante una hora a 37°C agptacion
horizontal. A continuacion se centrifugé a 2700 mghmnante 12 min, y se tomaron 100

del sobrenadante que fue transferido a placas d8AEHe 96 pocillos de fondo plano
B/UC/50u (Rubilabor, Espafa). Se afiadieron gD@lel reactivo de Griess (Sigma) y se
incubod la muestra 15 min a temperatura ambienteepiiendo a su lectura a 540 nm en un
lector de microplacas (Benchmark Plus, Bio-Rad ktatmies Inc., USAY".
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Los datos fueron normalizados empleando el logaritratural de las concentraciones
ensayadas. Por regresion lineal entre los logasittieola concentracion y los porcientos de
inhibicion de produccion del 6xido nitrico (NGse determinaron las 4g definiéndose
éstas como la concentracion del extracto necegaia la inhibicion del 50% de la
cantidad inicial de 6xido nitrico. La sustanciardéerencia utilizada fue la N-monometil
L-arginina (L-NMMA) (Sigma), que posee actividadhibidora de la éxido nitrico sintasa
inducible. Se estimd la matriz de correlacion efasevariables quimicas: concentracion de
fenoles y flavonoides totales y la variable farmégiza medida, estimandose la posible

influencia de estos compuestos en la actividaduadal.

11.5.5 Determinacion del por ciento de inhibicioe &species Reactivas de Oxigeno

(ERO) en leucocitos humanos por Citometria de Flujo

En tubos coénicos de polipropileno que contienenl5da la suspensién de leucocitos
humanos, se afiadié 1@ de una solucion de diacetato de diclorofluoresiDCFH-
DA) a una concentracion de Lonol/L y 100puL de solucion de azida sodica (NgNle
concentracion 1Qumol/L. Se incubé 10 min en la oscuridad a 37°C, egitacion
horizontal (Incubator SI50, Stuart Scientific, UK).continuacion, se centrifugd 5 min a
3000 rpm y el precipitado sesuspendié en solucion salina balanceada de HHHSS).

De la suspension resultante se tomaron alicuot@9@eL, estableciendose cOmo grupos
experimentales: un grupo control, un grupo estiohulaon 12-miristato 13-acetato de
forbol (PMA) (Sigma, ref. P-8139) y grupos tratagekestimulante mas las fracciones a
ensayar); cada muestra se evalu6 por duplicadmeRPamente se afiadieron los extractos a
ocho niveles de concentracion, y se incubo en taraad durante 5 min a 37 °C, con
agitacion horizontal (60-70 ciclos/minuto). Segudate, se adicioné el PMA como
estimulante de la produccién de las ERO a todosulogs, excepto al grupo control, y se
incubd 5 min a 37 °C con agitacion horizontal (lmtior S150, Stuart Scientific, UK). La
reaccion se detuvo mediante incubacion con hielocdCminutos antes del analisis por
citometria flujo, se afiadio ioduro de propidio (8P)ina concentracion final de L@/mL,
para estimar la viabilidad celular. Las célulasestimuladas presentaron relativamente
poca fluorescencia, y sirven de referencia parandlisis de las células estimuladas. La
lectura se realizé en un citometro de fl@oulter Epics Elite(Coulter Corp. Hialeah,
USA) de la Unidad de Citometria de los Serviciosnfico-Técnicos de la Universidad

de Barcelona, entre cinco y quince segundos desjaukdsestabilizacion del flujo.
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Los tipos de células estudiadas fueron poblacionébles (IP-negativas) de
polimorfonucleares y monocitos. Los analisis cittnmés fueron procesados empleando
los programas: Epic (R) COULTER ELITE version 4.Btbw Cytometer Workstation
(1994) y WIinMDI, version 2.5 Windows Multiple Docamt Interface (1997).

Los datos fueron normalizados empleando el logaritratural de los ocho niveles de
concentracion ensayados. Por regresion lineal siéofgaritmos de la concentracion y los
porcientos de inhibicién de las ERO se determindasniGs,, definiendo éstas como la
concentracion del extracto necesaria para la iaidibidel 50% de las ERO producidas. La
sustancia de referencia utilizada fue la quercetina

De igual modo que en el resto de las variablesdaohdgicas medidas, se estimé la matriz
de correlacion entre el porciento de inhibicion RO y los valores de fenoles y
flavonoides totales en el extracto fluido al 70%ug fracciones para evaluar la posible

influencia de estos compuestos en la actividad daedi

1.6 Evaluacion de la actividad antimicrobiana del extracto fluido y sus

fracciones

Se elaboraron un total de cinco extractos primado®tales y cuatro secundarios o
fracciones. Se definieron como extractos primavidstales aquellos que fueron obtenidos
a partir de la extraccion directa de las hojastdelarindo ¥:-Ms), y como extractos
secundarios o fraccionadoM{-Mg) los que se obtuvieron por fraccionamiento de un
extracto primario.

Los extractosM; y M, reproducen métodos de extraccién sencillos empseado la
poblacion. En ambos casos, se obtuvieron por desosegun refiere la Enciclopedia de
Tecnologia Farmacéutitd a partir de 10 g de hojas frescas en 100 mL de agra el
caso deM; y 10 g de hojas secas en 100 mL de aguaMaréos extractodM; y M4 son
extractos fluidos a partir de la droga seca (3@ngg¢tanol al 30 y al 70 %, respectivamente.
En ambos extractos, el método de obtencion empliesdia percolacién, segun la Norma
Ramal de Salud Publica 311/91. Se seleccionar@s ests concentraciones etandlicas, al
estar comprendidas en niveles intermedios de paldrientre el agua y el etanol,
garantizando asi la obtencién de extractos de edifer polaridad, y por lo tanto, la
existencia de una probable diferencia en cuantongosicion quimica. Por su paridg

es un extracto de compuestos volatiles, obteniddulvodestilacion de las hojas frescas

de la especie.
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Los extractos secundaridd {&-Mg) corresponden a las fracciones de n-hexano, doraf,
acetato de etilo y n-butanol, derivados del extrdlitido al 70 %. Las mismas fueron
concentradas a sequedad en rotoevaporador y rikdssemn 300 mL de etanol 70 %.
Nuevamente se concentré a presion reducida a 4&8ta BO mL, para un equivalente de
un mililitro por cada gramo de droga seca de partid

Todos los extractos fueron caracterizados en cuangoconcentraciéon de polifenoles y
flavonoides, a excepcion del extractg, Ml cual fue analizado por cromatografia gaseosa
y espectrometria de masas. En todos los casosmedela misma metodologia que en los

ensayos anteriormente descritos.
11.6.1 Cepas microbianas y sustancias controles

Se emplearon cepas de referencia procedentes dgdd& (American Type Culture
Collection), excepto la levadur@andida albicansperteneciente a la coleccion de cultivos
del Centro de Estudios de Biotecnologia IndusfG&BI) de la Universidad de Oriente

Staphylococcus aureus ATCC 25923 Bacillus sabtili ATCC 6633
Enterococcus faecalis ATCC 29212 Escherichia coli ATCC 25922
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 Candida albicarSCEBI 2048

Salmonella typhimurium ATCC 14028

Como sustancias de referencia se emplearon digasitanicrobianos: Gentamicina (10
Ul) para la totalidad de las bacterias, y Ketoeohd30 ug) para la levadu@andida
albicans procedentes de la Empresa de Productos BiologiGaslos J. Finlay”,
(La Habana, Cuba). Se contemplé6 ademas, un cod&okrecimiento del solvente
utilizado, el cual consistié en 30 mL del resultat#ola concentracion a presiéon reducida
de 300 mL de etanol al 70 % en rotoevaporador @5pgrocedimiento similar al realizado

al extracto fluido y sus fracciones.
11.6.2 Pruebas de susceptibilidad microbiana. Aocantimicrobiana directa

11.6.2.1 Ensayo de difusién en disco

Se empled6 el método recomendado por el Sub Comaittndayos de Susceptibilidad del
NCCLS (National Committee for Clinical Laboratory Standayd basado en el

procedimiento descrito originalmente por Kirby-Betie
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De forma general, se inoculé 0,1 mL de las suspaasi de los microorganismos
ensayados a la concentracion aproximada de 1-2 xiriilades formadoras de colonias
(UCF)/mL en placas de Agar Mueller-Hinton (BIOCEpgra las bacterias, y agar Papa-
Dextrosa (SIGMA) para la levadura.

A continuacion, se colocaron los discos sobre feedicie de las placas inoculadas con los
microorganismos, las que se incubaron a 35 °C thud#i24 h. Transcurrido este tiempo,
fueron medidos los diametros (mm) de la zona dibicibn. Se consideraron como activas
aquellas muestras con halos de inhibicion mayoms6dmm de diamettd’. Este
procedimiento fue realizado por triplicado paraacasho de los extractos primarios y

secundarios frente a cada microorganismo.

11.6.2.2 Determinacién de la concentracibn minimhibitoria (CMI) vy la concentracién

minima bactericida (CMB)

Este ensayo se realizé a través del método de dilicc®n en caldo para los extractos
primarios o totales que resultaron positivos gorieeba de Kirby-Bauer.

La concentracion minima inhibitoria (CMI) corresgena la menor concentracion del
extracto capaz de inhibin vitro el crecimiento visible del microorganismo. Para su
estimacion, se prepararon ocho diluciones serid#afos extractos en caldo nutriente
estéril. Los intervalos de concentracion resultaterD,15 a 0,001 g/mL para los extractos
M;y Mz y de 1,5 a 0,01 g/mL para los extractos WMM,. Se incluyeron ademas, un
control de esterilidad y un control de crecimier@e.afiadieron a continuacion, 4d0de

los in6culos microbianos ajustados a 0,5 en lal@sttaMacFarland, excepto al de control
de esterilidad, y se inocul6é a 35°C durante 16-20 h

La CMI se estimé como la menor concentracion desldractos que a simple vista inhibio
completamente el crecimiento del microorganismaickatio. La interpretacion de los
resultados, se facilit6 tomando como referenciaretimiento observado en los tubos
usados como control de crecimiehito

Una vez obtenida la CMI, se procedio a la deteroidmade la Concentracion Minima
Bactericida (CMB) mediante subcultivos en placas m@dio Mueller-Hinton de los tubos
inoculados previamente, en los que no se obseeagintiento. Las placas fueron incubadas
a 35°C durante 24 horas. La concentracion minintdebeida se refirio a la minima
concentracion de los extractos que permite sobregivmenos del 0,1% del in6culo

original.
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11.6.2.3 Correlacién de la actividad con la comjmddén de polifenoles vy flavonoides

Basado en que las muestras de los extractos pdeddaminacion de las CMI y las CMB
se prepararon por el método de doble dilucion,stiené la concentracion de fenoles y

flavonoides presentes en las CMI y CMB para cadeaebo, definiendolas como,¢

donde:
X se refiere al metabolito considerado (fenoléawnoides)
y se refiere a la cepa considerada.

Posteriormente, se determin0 el coeficiente deagim (CV) entre las ( de cada

extracto (ecuacion 3). Se partié de la premisadguser los fenoles o los flavonoides los

responsables unicos de la actividad, entonces emdigntemente del método de

preparacion y el menstruo empleado, los valoresCdg deberan ser similares. Se

consider6 que la concentracion de fenoles o flad&soinfluye cuantitativamente en la

actividad del extracto cuando el coeficiente déacadn calculado no excedio el 15%.
Coeficiente de variacion = (Desviacion estandar/ rd&) * 100

Ecuacién 3

11.6.3 Actividad _in vitrosobre el sistema del complemento. Accion antirhiara

indirecta

Se evalud la actividath vitro del sistema de complemento por la via clasica yida
alternativa mediante el ensayo de hemdlisis efiaoa. El método se fundamenta en la
estimacion espectrofotométrica de la lisis de hitsogitos por el complejo de ataque a la
membrana (CAM).

Para los experimentos de la via clasica, se utilizaritrocitos obtenidos a partir de sangre
fresca de carnero (SRBC), procedente de la gramja d-acultad de Veterinaria de la
Universidad Autonoma de Barcelona. Las célulasoiudéavadas dos veces con solucion
salina y sensibilizadas con anticuerpos anti-aiitbe de carnero (ShEA) (ICN Ibérica,
Espafia). Como fuente de proteinas del complemergmgple6 suero humano, obtenido de
sangre procedente de voluntarios sanos.

En los ensayos de la via alternativa se empleattnoitos (no sensibilizados) de conejo
(New Zeland White, PiPetit/Harlan-lbérica). La watiion de la via clasica se inhibio
mediante la adicibn de etilenglicol-bis (2-aminketér)-N,N,N',N'-acido tetracético
(EGTA), agente quelante del calcio. Como fuentepdseteinas del complemento, se
empled igualmente, suero humano, obtenido de s@ngcedente de voluntarios sanos.
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En placas de fondo en U (Rubilabor, Espafia) sebarom 100uL de diluciones dobles
seriadas en tampén de barbital sodi¢eronal, VSB™ para la via clasica y Veronal,
EGTA-VB, para la via alternativa) de las muestrasaspondientes al extracto fluido al
70 % de las hojas deamarindus indicd.. y sus fracciones, con Q. de suero humano
inactivado. Se incubé a 3T durante 30 min. y a continuacién se afadié a padilo

50 uL de los eritrocitos (de carnero sensibilizaclms anticuerpos para la via clasica, y de
conejo no sensibilizados para la via alternatiirjubando a 3C (60 min. para la via
clasica y 30 min. para la via alternativa). Trangda ese tiempo, se centrifugd dos
minutos a 2500 rpm y se transfirié 50 pL del soadamte de la hemdlisis a una placa de
fondo plano que contiene en sus pocillos 200 phaglea milli-Q. Se procedié al registro
de las absorbancias en un lector de microplacasc{®eark Plus, Bio-Rad Laboratories
Inc., USA) a 405 nm.

En los experimentos se incluyeron controles cooedgntes al suero, controles de
hemdlisis espontanea y de hemdlisis total. Lossdfiteron expresados como el porciento
de inhibicion de la lisis en funcidon de las concaeibnes de las muestras evaluadas. A
partir de esas curvas fueron estimados los valbeel,. Se emple6 como sustancia de

referencia para ambos métodos la quercetina.
1.7 Andlisis estadistico

Todos los andlisis de los resultados se realizaemmpleando el software
STATGRAPHICS-plus versién 5.1 para Windows (GraphBoftware Systems, STCC,
Inc., Rockville, MD, USA). En la evaluacion del peso de extracciéon de metabolitos se
empled un disefio de experimentos de compuestoatéitmas principal asi como su
expresion gréafica en la forma de superficie regauetambién se empled la prueba de
contraste de hipoétesis para comprobar diferencitis #s valores predichos y observados.
Las diferencias entre grupos de tratamiento seuak@h mediante la prueba de la t de
Student para el caso de la comparacion entre dastras, y el andlisis de varianza
(ANOVA) acoplado a la prueba de las maximas difeisnsignificativas de Tukey (HSD)
para las comparaciones multiples.

Los datos correspondientes a los diferentes ensatmsidantes fueron normalizados por
transformacion logaritmica de los valores de cotmaeidn empleados. Las J¢de cada
actividad considerada se determinaron por and@lesigegresion lineal entre los logaritmos

de las concentraciones y la actividad medida. Adersa@ estimaron las matrices de
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correlacion existentes entre lagdCalculadas y los valores de concentracion de ésnyl
flavonoides totales determinados al extracto flatd0 % y sus fracciones, para evaluar la

posible influencia de estos compuestos en la detivmedida.
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Capitulo 1. RESULTADOS Y DISCUSION
.1 Caracterizacion fitoquimica de extractos de lojas deTamarindusindica L.

La exploracion fitoquimica de las especies mediega estudiar resulta de especial
importancia, pues permitird determinar aquellos aimgitos mayoritarios que
potencialmente podran participar en la actividadéidad de la especie investigada. Se
prefiere por ello, que el estudio fitoquimico seateolle explorando mas de un método de
extraccion y mas de un solvente, para garantiziaelasonocimiento de los diferentes

componentes mayoritarios de la plarta

[11.1.1  Extracciéon en Soxhlet con cloroformo. Asi& por Cromatografia Gaseosa y
Espectrometria de Masas (CG/EM)

La extraccién con cloroformo en Soxhlet rindié wtat de 18 compuestos mayoritarios
que representaron el 90,83% del total extraidol@ra\nexo ).

Las hojas del tamarindo han sido poco estudiadagetacion a su composicion quimica,
por lo que 11 de los 18 compuestos identificadosstiioyen un primer informe para el
organo, y algunos el primero para la planta. Aaalio su naturaleza, se observa que los
compuestos designados desde el 1-5 asi como el 93/ son compuestos volatiles. Ello
constituye una primera referencia mundial pararghm@o en experimentacion. Estudios
anteriores han informado aceites esenciales erfrinss>% perode los compuestos
determinados en el presente trabajo, sélp-@meno y el limoneno coinciden con los
referidos por otros autores. Este tipo de compoetaim es caracteristico de los aceites
esenciales, pues existe una variabilidad importdetg@roduccion de estos metabolitos,
incluso dentro de un mismo érgano. Desde el pustwista quimico, los compuestos
volatiles determinados se encuentran ampliamergtildiidos en el reino vegetal, a
excepcion de la farnesilcetona (compuesto 9), uetna lineal tri-insaturada de
distribucién restringida, aunque ha sido anterion@aislada del tomate y el tab&to

Los aceites esenciales han sido frecuentementeitdeszomo agentes antimicrobiahts
antifingicos®, antivirales®® e incluso como acaricidd$ y larvicidas®® Diferentes
autores han evaluado la actividad antimicrobianalode aceites esenciales de mayor
distribucién en la naturaleZd sin embargo, otros consideran que esta activittaths
plantas, radica en la accion sinérgica de sus egceadsenciales y no en su efecto

individuaf'®®>. El mecanismo de accién que con mayor frecuergisido informado es la
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Tabla I. Compuestos identificados por CG/EM en f©igi@aTamarindus indica.. secadas

al sol y extraidas en Soxhlet con cloroformo

Pico Compuesto (Estructuras quimicas en el anexo |) FM MM IR %

1 p-cimeno CioHus 134 1046 476
2 Limoneno CioH1s 136 1054 9.05
3 Difenil-éter CioHiO 170 1396 5 47
4 Longifoleno CisHaa 204 1402 7.51
5 a-cariofileno CisHaa 204 1438 556
6 2,6-diter-butil-4-metil fenol (BHT) GsH..0 220 1519 7.24
7 Metil 3,5-di-ter-butil-4-hidroxibenzoato #H..0; 264 1872 2.76
8 Ester metilico del &cido Palmitico,Q) CiH:.0, 270 1909 6,41
9 Farnesilcetona CigH300 262 1918 2.93
10 Linalool antranilato GH-:O,N 274 1959 3.96
11  3-eicosino CyoHss 278 1987 4.62
12  Ester metilico del acido 9,12,15-octadecatriem(C;s.3) CiH3,0, 292 2089 2.26
13  Fitol CooHigO 296 2106 4,06
14  Ester metilico del &cido 7,10- octadecadien(@se,) CigH30, 294 2149 3.49
15 Acido 10-octadecendico o Acido Oleico ¢ CigHa0, 282 2170 5 g3
16  Criptopinona CyoH30 286 2177 5,28
17  Ester metilico del acido 15-tricosenoicos{{ CHiO, 366 2681 8.39
18 pB-Sitosterol CyooH50 414 3114 4.25

Total 90,83%

FM— Formula Molecular MM~ Masa Molecular

IR> indice de retencién



alteracion de la estabilidad de la membrana celalta cual penetran debido a su caracter
apolar, interfiriendo asi con las importantes fanes bioldgicas que se realizan a este
nivel*®*,

Ademas de su actividad antimicrobiana, los aceitesiciales también son considerados
importantes agentes antioxidartféd®®* De manera analoga a la actividad
antimicrobiana, existen datos individuales de ldivaad antioxidante de aceites
esenciales; sin embargo, se dispone de evidencipsrimentales de que la accion
sinérgica de estas sustancias resulta mas efeptvda de un compuesto en partictifar
Aunque estructuralmente existe una variedad muyliange aceites esenciales, su
actividad antioxidante debe estar fundamentadalgp@resencia de multiples funciones
oxigenadas e insaturaciones.

Otro grupo importante de compuestos identificadmscdnstituyen los acidos grasos
(compuestos 8; 12; 14; 15 y 17), metabolitos quedido descritos no sélo en hojas, sino
también en los frutds y semillad®® Estudios realizados sefialan que las hojas del
tamarindo producen mayoritariamente acidos grasosatlraleza .o, Cig:1, Cig2 Y Cis:3,
coincidiendo con las caracteristicas de los compsed; 12; 13 y 14”. No obstante, en
dicho trabajo no se detectaron acidos grasos cdeneade 23 4tomos de carbono como
presenta el compuesto 17. En estudios mas recisetégeterminé en muestras procedentes
de Pakistan el acido tricosandi§oanélogo saturado del referido compuesto 17. En es
publicacion, se refirié también, la presencia flsltosterol (compuesto 18), sustancia a la
cual se le han atribuido caracteristicas antioxis.

El altimo grupo de compuestos quimicos identificatoeste extracto correspondié a los
derivados fendlicos. Este tipo de metabolitos,itta descrito con anterioridad en las hojas
del tamarindo; sin embargo, ninguno de los compgestlentificados en la tesis
(compuestos 6 y 7) ha sido informado previamenteniegin oOrgano de la planta,
constituyendo una primera referencia mundial paraespecie en estudio. EI BHT
(compuesto 6) es un antioxidante natural de graempmactivante de virus con envolturas
lipidicas®® por ello, es comiinmente empleado como preseryaatgioxidante en varios
productos alimenticid®. Tanto el BHT como el compuesto 7 presentan escasa
distribucion en el reindPlantae En general, la mayoria de los compuestos ferslico
muestran en alguna medida actividad antioxidarmtetiynicrobiana.
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El difenil-éter (compuesto 3) es un importante congmte aislado del té verde, aunque
también ha sido identificado en varias especiesodsatis tinctorig Capparis spinosa..,
Rosa damascendill, y Mangifera indicaL'".

Por su parte, el 3-eicosino (compuesto 11) es wtileimo de amplia distribucion en
plantas. Los poliacetilenos constituyen los prodsidinales de la via biosintética del
acetato, ruta altamente desarrollada en aquellescies pertenecientes a las subclases
taxonOmicas de la parte media-alta del arbol figgieo, como es el caso de la subclase
Rosidaea la cual pertenece el tamarindo.

El dltimo de los compuestos determinados que dogstiuna novedad quimica para la
especie es la criptopinona (compuesto 16). Desdaumdo de vista estructural, es un
diterpeno triciclico, tipo aldehidico, aislado mipalmente en especies dR&nus sp.,
aungue otros géneros comdebtton, Eritroxilumy Aralia también lo producen.

El fitol (compuesto 13), por su parte, es un alta®ocadena larga que forma parte de la
clorofila, por lo que su presencia en el extracttderelacionada con la actividad
metabolica del 6rgano en estudio.

Esta variedad de compuestos: fendlicos, volatéser(ciales o no), acidos grasos; casi
todos con actividad antioxidante y/o antibacteriarffarmada en la literatura, apoya la
hip6tesis de que en las hojas del tamarindo existe rigueza estructural tal que las
propiedades etnobotanicas descritas para la especiean ser explicadas por la acciéon

sinérgica de sustancias de diferente naturalezaicpui

[11.1.2  Extraccion de los componentes volatiles padrodestilacion. Analisis por

Cromatografia Gaseosa y Espectrometria de MasagE®Ks

La extraccion de los componentes volatiles suedéizegse a partir del material vegetal
fresco, para evitar su pérdida por evaporaciéngradiacion quimica. Sin embargo, en el
acapite anterior (Ill.1.1) a pesar de utilizar matevegetal secado al sol, se determiné la
presencia de compuestos volatiles. Por tal motbeo procedio a la extraccion de los
mismos por el método de hidrodestilacion de lassidfomo resultado de este proceso se
identificaron 13 componentes volatiles (Tabla lineXo 1), con un rendimiento de
0.8 mL/kg de droga fresca. Los compuestos ideatifis representaron el 97.7 % del total
extraido. El informe de estos compuestos constituyg novedad mundial, pues con

anterioridad no habian sido descritos este tipoamepuestos en las hojas del tamarindo.
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Tabla Il. Compuestos volatiles identificados por/EK& en hojas frescas deamarindus

indica L., como resultado de una hidrodestilacion y pastextraccion con cloroformo

Pico Compuesto (Estructuras quimicas en el anexo 1) FM MM IR %

1  2-hexenal CeH100 98 848 1,7

2 a-Pineno CioH16 136 937 1,0

3  B-Pineno CioHi6 136 979 14

4  (E)$-Ocimeno CioH16 136 1037 Trazas

5 p-Cimeno CioH14 134 1045 0,6

6 Limoneno CioH1s 136 1055 24,4

7 Linalool CioH1s0 154 1113 1,0

8 a-Terpineol Cy0H180 154 1194 0,7

9 Nerol CyoH180 154 1211 1,0
10 Benzoato de bencilo 41,0, 212 1725 40,6
11  Pentadecanol CisH3,0 228 1773 8,2
12 Hexadecanol Ci6H340 242 1866 12,4
13  Antranilato de Linalol GHsO,N 274 1959 47

Total 97,7 %
Rendimiento 0,8 mL/kg

FM— Formula Molecular

MM- Masa Molecular

IR> indice de retencién



De los compuestos identificados, el 2-hexanal ybahzoato de bencilo son los de
distribucion maés restringida. El 2-hexanal es udelaido insaturado que ha sido
encontrado en las hojas de varias plantas y emadgglandulas de muchos insectos;
mientras que el Benzoato de Bencilo se puede enacat el balsamo de Perd y también
en el tabaco como uno de los agentes odorizantefuogiones repelente de insectos. El
resto de los compuestos son de amplia distribueidnla naturaleza, incluyendo al
limoneno que constituye el aceite esencial con mdigtribucién en el reino vegetal. Son
precisamente el limoneno y el benzoato de benal® d¢ompuestos mayoritarios,
representando el 24.4 y el 40.6% del total iderado, respectivamente.

Al comparar estos resultados con los descritosaefmuta, resulta evidente que los 84
compuestos y el rendimiento superior a los 3 midé&gpulpa de fruto son apreciablemente
mayores que los obtenidos para las h8jassto indica que, a pesar de ser las hojas el
organo donde se sintetiza la mayor parte de loguesios de la planta, el destino de este
tipo de metabolito es preferentemente el fruto,cahl enrigueceran con su aroma

caracteristico.

[11.1.3  Extraccion con solventes de mediana y albéaridad. Tamizaje Fitoquimico y

cuantificacion de metabolitos secundarios

A los extractos fluidos en etanol al 30 y al 70 %ay decocciones al 10 % de las hojas
frescas y secadas al sol, se les determind la cginifpo quimica por técnicas cualitativas
(Tabla 1ll). Los metabolitos secundarios de mayopadrtancia farmacoldgica (fenoles y
flavonoides totales) fueron cuantificados (Tablx IV

A pesar de que el tamizaje fitoquimico ofrece imfacion cualitativa, permite identificar
los tipos de sustancias mayoritarias presentesseextractos, y en consecuencia discernir
cuales de los solventes son capaces de extraesusdancias que ofrecen una mayor
probabilidad de actividad farmacéutica. Esta infacidn representa un antecedente de
estudios quimicos mas profundos.

De los tipos de metabolitos extraidos, los fengldkvonoides han sido anteriormente
referidos en la especie y asociados a la activiidaochacolégica que le atribuye la
poblaciori®*®* También algunos fenoles simples fueron aisladas presente trabajo en
la extraccidbn con Soxhlet, por lo que sin dudasuregipo de metabolito ampliamente
producido por las hojas de la especie. Las sapsnash como los triterpenos y esteroides

son sustancias quimicamente muy relacionadasedifio una de otra sélo en la presencia
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Tabla 1ll. Metabolitos identificados cualitativantenen el Tamizaje Fitoquimico de

extractos de hojas deamarindus indicd..

Extracto Decoccion Decoccion  Extracto Fluido  Extracto Fluido
Hojas Frescas Hojas Secas etanol 30% etanol 70%
Alcaloides - - - -
Triterpenos y Esteroides - - + ++
Carotenos - - - -
Coumarinas - - - -
Quinonas - - + +
Aceites Esenciales - - - -
Flavonoides +/- +/- ++ 4+
Grasas Fijas - - - +
Fenoles y Taninos ++ ++ ++ 44
Azlcares Reductores ++ +++ ++ +
Saponinas ++ ++ ++ ++
Mucilagos - - - -

(-) Resultado negativo (+/-) Resultado dados
(++) Resultado positivo evidente

(+) Resultado positivo leve
(+++) Resultadesitivo intenso

Tabla IV. Concentracion de fenoles y flavonoidesales en extractos fluidos y

decocciones de hojas @amarindus indicd..

Extracto Fenoles (mg/mL) Flavonoides (mg/mL)
Decoccion Hojas Frescas al 10 % 14,83 +0,03 0,049 + 0,01
Decoccién Hojas Secas al 10 % 9,80 + 9,04 0,058 + 0,01
Extracto Fluido etanol 30 % 16,52 + 0705 1,106 + 0,02
Extracto Fluido etanol 70 % 25,24 + 0011 2,474 +£ 0,02

Letras distintas indican diferencias significatieadre los extractos para cada metabolito (ANOVAkély
(HSD), p< 0,05)



de unidades sacéridas enlazadas por enlaces diassi Al respecto, el lupeol es un
triterpeno que ha sido aislado de las hojas dehrizaid'.

Los azucares reductores son sustancias producidas metabolismo primario de las
plantas, el cual es practicamente el mismo en tladasspecies del reino. Existen ademas,
numerosos polisacaridos con importantes actividdaesacol6gicas como las descritas
para un compuesto de esta naturaleza, aisladosdgefaillas del tamarindo. Las grasas
fijas son también un producto del metabolismo primyaentro de ellas se encuentran los
acidos grasos, cuyas actividades antioxidantessidm descritad®. Estos compuestos
fueron determinados por CG/EM en la extraccion®oxhlet (acapite I11.1.1).

Las quinonas son el Unico tipo de compuesto ideatld cualitativamente del cual no se
tiene informacion previa. Son productos biosinggtiente relacionados con los
flavonoides, con los que comparten cierta similiastructural. Su determinacion en los
extractos hidroalcohdlicos podria ser resultadordéalso positivo, pues los muchos tipos
de flavonoides en estado de disolucién pueden form@dmeros quinénicos.

De todos los metabolitos determinados, los fengldtavonoides son los que mayor
importancia han recibido desde el punto farmacogn el tamarindo; y ademas, se
extraen en todas las formulaciones preparadasoisllp, que la cuantificacién quimica
de metabolitos se centrd en este tipo de compuesto.

En el extracto fluido en etanol al 70 % se logréraet significativamente las mayores
cantidades de fenoles y de flavonoides. Esta oasiénv, unida a las evidencias aportadas
en el analisis cualitativo, sefiala al solvente wmmor polaridad (etanol al 70%) como el

de mejores resultados extractivos (Tabla IV).

[1.1.4  Andlisis de elementos minerales por Especetria de Plasma Inductivamente
Acoplado (ICP)

En la tabla V se muestran las concentracionesslelémentos determinados en las hojas
de Tamarindus indicd.. y en el suelo donde crece la poblacion estadiadmparadas con
informes previos en la literatura del tema. Tramheimente, el andlisis elemental de las
drogas vegetales incluye la determinacion de elemseocomunes como sodio, calcio,
potasio y magnesio, entre otros. Sin embargocahak del presente trabajo no se limit6é a
un analisis elemental de esta naturaleza, sincg@mfoco al estudio de los elementos que
usualmente forman parte de enzimas y proteinagaceduinvolucrados en el sistema

defensivo antioxidante y de aquellos con un graglcoxidacion mdultiple que pudieran

