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Resumen 

AISLAMIENTO BIOGUIADO Y CARACTERIZACIÓN QUÍMICA DE 

METABOLITOS SECUNDARIOS DE CUATRO PLANTAS NATIVAS 

OBTENIDAS DEL DESIERTO DE ATACAMA SKYTANTHUS ACUTUS, 

KRAMERIA CISTOIDEA, NOLANA ALBESCENS Y PINTOA CHILENSIS, CON 

ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA, CITOTÓXICA Y ANTIOXIDANTE 

 
Palabras Claves: Metabolitos secundarios, Plantas nativas, Desierto de Atacama, 

Caracterización química, Actividad biológica. 

En años recientes, los organismos extremófilos, se han convertido en el objetivo de muchos 

investigadores interesados en la búsqueda de nuevos compuestos bioactivos con importancia 

farmacológica. Estos organismos deben enfrentarse a constantes variaciones de temperaturas, de 

pH, de salinidad, de presión, poca disponibilidad de nutrientes y algunos deben enfrentar alta 

radiación UV, por lo que los mismos requieren de diversos mecanismos de adaptación para poder 

sobrevivir. Estas adaptaciones están acompañadas por modificaciones tanto en la regulación 

genética como metabólica, incrementando la posibilidad de encontrar metabolitos secundarios con 

estructuras químicas únicas de importancia farmacológica. Chile posee tres ambientes extremos de 

gran importancia en el campo de la investigación: el desierto de Atacama, el territorio Antártico y 

las zonas volcánicas con aguas termales en la región de la Araucanía. Los organismos que habitan 

en estos ambientes podrían compartir propiedades y mecanismos que les permiten soportar grandes 

variaciones de temperatura, esta información puede ser utilizada para diferentes aplicaciones, 

incluidas su utilización en salud humana, de allí la importancia del estudio de estos. 

En vista de los antecedentes obtenidos a partir de nuevos metabolitos secundarios aislados de 

plantas extremófilas del Norte de Chile, que muestran interesantes actividades biológicas tales 

como: antimicrobiana, antioxidante, citotóxica, gastroprotectiva, entre otras. La presente tesis tiene 

por objetivo realizar un estudio fitoquímico bioguiado de las plantas extremófilas Skytanthus 

acutus, Nolana albescens, Krameria cistoidea y Pintoa chilensis para aislar y caracterizar aquellos 

metabolitos secundarios responsables de la actividad antimicrobiana, citotóxica y antioxidante. Para 

cumplir con el objetivo, se prepararon 6 extractos etanólicos de los cuales tres fueron los mas 

activos frente a las actividades evaluadas: antioxidante, citotóxica y antimicrobiana. La actividad 

antioxidante se evaluó mediante tres ensayos: FRAP, TRAP y DPPH., la actividad citotóxica se 

determinó mediante el ensayo de la sulforrodamina B sobre diferentes líneas celulares cancerígenas 

humanas: MCF-7 (mama), HT-29 (colorrectal), HBL-100 y T-47D (mama), HeLa (cervical), A549 

(pulmón), SW1573 (pulmón) y WiDr (colon).  La actividad antimicrobiana se evaluó determinando 

la concentración mínima inhibitoria (MIC) sobre tres cepas bacterianas: Escherichia coli, 

Staphylococcus aureus y Pseudomonas aeruginosa. Las técnicas cromatográficas empleadas para la 

purificación de los metabolitos secundarios del extracto etanólico de Skytanthus acutus incluyeron: 

Cromatografía de columna utilizando como fase estacionaria Sephadex LH-20 y preparativa, 

Cromatografía Líquida de alta eficiencia (HPLC) y cromatografía líquida preparativa (PLC), 

utilizando como fase estacionaria Sílica gel, C18 y columna de partición centrífuga (CPC). 

Mediante espectroscopía de RMN (1D y 2D), se logró la caracterización de seis compuestos 

mayoritarios. 
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Abstract 

BIOGUIDED ISOLATION AND CHEMICAL CHARACTERIZATION OF 

SECONDARY METABOLITES FROM FOUR NATIVE PLANTS OBTAINED 

FROM THE ATACAMA DESERT SKYTANTHUS ACUTUS, KRAMERIA 

CISTOIDEA, NOLANA ALBESCENS AND PINTOA CHILENSIS, WITH 

ANTIMICROBIAL, CYTOTOXIC AND ANTIOXIDANT ACTIVITY.  

Keywords: Secondary metabolites, Native plants, Atacama Desert, Chemical 

characterization, biological activity. 

In recent years, extremophilic organisms have become the target of many researchers interested in 

the search for new bioactive compounds with pharmacological importance. These organisms must 

face constant variations in temperature, pH, salinity, pressure, low availability of nutrients and some 

must face high UV radiation, so they require various adaptation mechanisms to survive. These 

adaptations are accompanied by modifications in both genetic and metabolic regulation, increasing 

the possibility of finding secondary metabolites with unique chemical structures of pharmacological 

importance. Chile has three extreme environments of great importance in the field of research: the 

Atacama Desert, the Antarctic territory and the volcanic areas with thermal waters in the Araucanía 

region. The organisms that inhabit these environments could share properties and mechanisms that 

allow them to withstand low and high temperatures, this information can be used for different 

applications, including its use in human health, hence the importance of studying them. 

In view of the excellent results obtained from new secondary metabolites isolated from 

extremophilic plants of northern Chile, which show interesting biological activities such as: 

antimicrobial, antioxidant, cytotoxic, gastroprotective, among others. In this sense, the present 

thesis aims to perform a bioguided phytochemical study of the extremophilic plants Skytanthus 

acutus, Nolana albescens, Krameria cistoidea and Pintoa chilensis to isolate and characterize those 

secondary metabolites responsible for the antimicrobial, cytotoxic and antioxidant activity. To meet 

the objective, 6 ethanolic extracts were prepared, of which three were the most active against the 

evaluated activities: antioxidant, cytotoxic and antimicrobial. Antioxidant activity was evaluated by 

three assays: FRAP, TRAP and DPPH, cytotoxic activity was determined by sulforhodamine B 

assay on different human cancer cell lines: MCF-7 (breast), HT-29 (colorectal), HBL-100 and T-

47D (breast), HeLa (cervical), A549 (lung), SW1573 (lung) and WiDr (colon).  Antimicrobial 

activity was evaluated by determining the minimum inhibitory concentration (MIC) on three 

bacterial strains: Escherichia coli, Staphylococcus aureus and Pseudomonas aeruginosa. The 

chromatographic techniques used for the purification of the secondary metabolites of the ethanolic 

extract of Skytanthus acutus included: Column chromatography using Sephadex LH-20 as 

stationary phase and preparative, High Performance Liquid Chromatography (HPLC) and 

Preparative Liquid Chromatography (PLC), using silica gel, C18 and centrifugal partition column 

(CPC) as stationary phase. By means of NMR spectroscopy (1D and 2D), the characterization of six 

major compounds was achieved. 
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1 Introducción 

En nuestro planeta hay una gran diversidad climática: desde los polos hasta las regiones 

ecuatoriales, el clima puede variar considerablemente. Hay regiones que registran ciertas 

condiciones atmosféricas extremas, por lo que se denominan regiones o ambientes 

extremos. Una manera de definir un ambiente extremo, congruente con la definición 

etimológica del término, considera que los factores físicos (temperatura, presión, 

radiación), geoquímicos (desecación, salinidad, acidez, disponibilidad de oxígeno, 

potencial de óxido-reducción) o biológicos (nutrientes, formas de energía), se pueden 

visualizar como un amplio y continuo intervalo de valores en los que se han identificado 

organismos o microorganismos adaptados y que sobreviven exitosamente. Las fronteras 

que enmarcan este intervalo continuo de valores es lo que se identifica como un 

ambiente extremo. Es precisamente en estas fronteras en donde no todos los organismos 

tienen la posibilidad de sobrevivir, ya que algunos de esos valores extremos pueden, 

degradar o destruir ciertas biomoléculas impidiendo entonces la sobrevivencia del 

organismo. Los organismos extremófilos se las han ingeniado para proliferar en estos 

ambientes extremos. 

En años recientes, los organismos extremófilos, se han convertido en el objetivo de muchos 

investigadores interesados en la búsqueda de nuevos compuestos bioactivos con 

importancia farmacológica. Estos organismos deben enfrentarse a constantes variaciones de 

temperaturas, de pH, de salinidad, de presión, poca disponibilidad de nutrientes y algunos 

deben enfrentar alta radiación UV, por lo que los mismos requieren de diversos 

mecanismos de adaptación para poder sobrevivir. Estas adaptaciones están acompañadas 

por modificaciones tanto en la regulación genética como metabólica, incrementando la 

posibilidad de encontrar metabolitos secundarios con estructuras químicas únicas de 

importancia farmacológica.  

Chile posee tres ambientes extremos de gran importancia en el campo de la investigación: 

Desierto de Atacama, el territorio Antártico y las zonas volcánicas con aguas termales en la 

región de la Araucanía. A pesar de ser regiones tan diferentes, tienen en común a los 

extremófilos. Estos organismos podrían compartir propiedades y mecanismos que les 

permiten soportar bajas y altas temperaturas, información que puede ser utilizada con 

diferentes aplicaciones, incluidas la utilización de estos en salud humana, de allí la 

importancia del estudio de estos. 
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2 Marco teórico  

2.1 Ambientes extremos y Organismos Extremófilos 

2.1.1 Ambientes extremos 

Se entiende como ambiente extremo aquel en el que la temperatura, la acidez, la salinidad, 

la presión o el nivel de radiación son hostiles para la vida, desde un punto de vista 

antropocéntrico. Los organismos que viven en estos ambientes se denominan extremófilos 

y están tan perfectamente adaptados al medio que todos sus componentes funcionan de 

manera óptima en esas condiciones extremas (Giddings and Newman, 2015). Los 

ambientes extremófilos incluyen aquellos con temperaturas muy elevadas (55-121 °C) o 

bajas (-20 a -2°C), alta salinidad (NaCl 2-5M) y alta alcalinidad (pH por encima de 8) o alta 

acidez (pH menor de 4) (Ninfa Ramírez D. et al., 2006). 

2.1.1.1 Distribución de ambientes extremófilos en todo el mundo 

Los ambientes extremófilos surgen continuamente debido a la formación de cuencas 

endorreicas, actividad de placas tectónicas, la criosfera dinámica, asociaciones mutualistas 

evolutivas y cambios ambientales hechos por el hombre. Las cuencas endorreicas son 

esencialmente cuencas de drenaje sin salida de agua (generalmente con alto contenido de 

solución salina) con un lago salado. La formación de volcanes, dorsales oceánicas, 

montañas y fosas de aguas profundas, así como otros fenómenos geotérmicos pueden surgir 

de la actividad tectónica de placas, que es el choque de los límites de dos placas tectónicas. 

Los entornos que resultan de estos cambios son típicamente altos en pH, presiones, calor, 

contenido de metal, y gases disueltos (Giddings and Newman, 2015). 

La criosfera está compuesta por casquetes polares, glaciares, capas de hielo y permafrost. 

Esta se ve influenciada debido a las constantes precipitaciones, la circulación hidrológica y 

los Océanos. Actualmente, los nuevos ecosistemas están evolucionando a lo largo de 

escalas de tiempo geológicas (por ejemplo, formación rocosa subterránea), así como los que 

resultan de la actividad humana, como derrames de petróleo, perforación de pozos 

profundos para el agua, contaminación industrial, o contaminación por radiactividad debido 

a una falla en una planta de energía. Además, las asociaciones mutualistas entre un 

microbio y un huésped, como los invertebrados marinos y plantas, crean nichos ecológicos 

únicos en los que se encuentran metabolitos secundarios únicos. En conjunto, estos 

cambios dinámicos o accidentales crean nuevos ecosistemas (Giddings and Newman, 

2015). 

Muchos ecosistemas extremos permanecen inexplorados debido a los costos y los grandes 

esfuerzos para obtener muestras de estos entornos extremófilos. Sin embargo, desde 

mediados de la década de 1970, el número de extremófilos reportados ha aumentado en la 

medida en que existen revistas especializadas, sociedades científicas y simposios 

internacionales dedicados al estudio de estos organismos. Entre algunos ambientes 

extremófilos que se conocen en el planeta podemos mencionar: 
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Chernóbil: Después del desastre nuclear de 1986, la región se ha convertido en uno de los 

lugares más inclementes para la vida. Sin embargo, podemos encontrar especies que se 

adaptan a las duras condiciones de radiactividad, como el gusano Anisakis simplex. 

Mar Muerto: Un lago salado situado a 416,5 m bajo el nivel del mar entre Israel, 

Cisjordania y Jordania, se llama así, porque tiene una gran concentración de sal en sus 

aguas, lo que elimina todo rastro de vida. A excepción de las bacterias que hospedan, como 

la Chromohalobacter beijerinckii. 

Desierto: Bacterias y microorganismos, como los tardígrados, pueden sobrevivir en 

ambientes muy áridos y sin agua durante casi una década. En ese sentido, el lugar más árido 

que se conoce es el desierto de Atacama: un año registró 0 litros de agua por metro 

cuadrado. Técnicamente, un desierto es un lugar donde las precipitaciones anuales son 

inferiores a 254 milímetros, y en el Sáhara solo llueve una media de 25; pues en Atacama 

solo llueve 0,1 milímetros de media: 250 veces más árido que el Sáhara. 

Cuevas oscuras: En las cuevas donde nunca penetra la luz del sol viven escarabajos, como 

el Aphaenops tellkamp o escarabajo de la cueva. 

Dentro de Rocas: A tres kilómetros bajo la superficie de la Tierra habitan amebas y 

algunas bacterias resistentes que viven dentro de las rocas. Se llaman, por ello, endolíticas. 

Volcanes: Los volcanes, a pesar de ser tan destructivos, pueden albergar vida. Por ejemplo, 

los volcanes en Micronesia albergan el pájaro Megapodius laperouse, la talégala de las 

Marianas, que coloca sus huevos en las cenizas calientes de los volcanes para incubarlos. 

En lugares como la cueva de Kauai, hay canales horadados por la lava volcánica en los que 

viven ciempiés y arañas, como la araña lobo (Adelocosa anops). 

Fuentes hidrotermales: Son respiraderos submarinos con temperaturas de hasta 400 ºC 

son el hábitat de bacterias, gusanos de tubo y del Crysomallon squamiferum, un caracol con 

cáscara de hierro: la parte externa está compuesta por partículas de sulfuro de hierro, la del 

medio es de material orgánico y la más interna es una capa calcificada. 

La Antártida: Es el continente más aislado del planeta, debido a este aislamiento las 

actividades antropogénicas son mínimas, por lo que se considera un lugar prístino. A 183 

metros de profundidad, podemos encontrarnos con un 'Lyssianasid amphipod', una criatura 

parecida a un camarón o gamba. También habitan una gran cantidad de organismos y 

microorganismos que sobreviven a temperaturas bajas, altas presiones, fuertes radiaciones 

UV y poca disponibilidad de nutrientes. 

Por lo tanto, la biosfera extrema ahora se ha vuelto de gran interés ya que representa una 

fuente sin explotar nuevos productos naturales (Giddings and Newman, 2015). 

2.1.2 Organismos extremófilos 

El término extremófilo fue acuñado por RD Malceroy en 1974 y estos organismos incluyen 

microorganismos,  plantas y animales que sobreviven bajo condiciones extremas (Kumar et 

al., 2010). Estos son organismos altamente especializados con adaptaciones de proteínas 

específicas, como sistemas de chaperonas o enzimas capaces de funcionar en el entorno sin 

desnaturalizarse. Estas proteínas son capaces de funcionar en condiciones en las que las 

proteínas mesófilas pueden no hacerlo. Varias proteínas obtenidas de extremófilos ya se 
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han utilizado en la industria para fines tan diversos como los reactivos de biología 

molecular (Terpe, 2013) o tan comunes como los detergentes para ropa (Ito et al., 1998). 

Los extremófilos también han encontrado uso como parte de la biorremediación de 

ambientes contaminados (Zhuang et al., 2010), debido a sus actividades metabólicas únicas 

y tolerancia a ciertas condiciones extremas. También hay un interés creciente en rastrear 

estos ambientes extremos en busca de productos naturales, particularmente aquellos que 

exhiben actividades antimicrobianas, ya que es poco probable que los patógenos mesófilos 

hayan encontrado tales compuestos para desarrollar una resistencia (Pettit, 2011; Rojas et 

al., 2009). A continuación, se mostrará la clasificación de los extremófilos.  

2.1.2.1 Termófilos 

Los termófilos son organismos capaces de sobrevivir a temperaturas fuera del rango 

mesófilo, es decir, entre 40 °C a 85 °C, y estos entornos incluyen respiraderos 

hidrotermales o minas calentadas geotérmicamente, sistemas de cavernas y fuentes 

termales. Las enzimas obtenidas de termófilos son ampliamente valoradas por su 

termotolerancia, el ejemplo más notable quizás sea la ADN polimerasa procedente de 

Thermophilus aquaticus, comúnmente conocida como polimerasa Taq, que permitió el 

proceso de PCR, que es un pilar fundamental de la biología molecular (Saiki et al., 1988). 

2.1.2.2 Psicrófilos 

Además de las altas temperaturas que representan un desafío para la vida, las bajas 

temperaturas también pueden ser un obstáculo para el crecimiento y la supervivencia. Los 

organismos capaces de sobrevivir a bajas temperaturas a menudo se denominan psicrófilos. 

Estos habitan en ambientes fríos como los que se encuentran en las regiones polares, zonas 

montañosas, algunos nichos de aguas profundas, así como algunos organismos que parecen 

habitar zonas atmosféricas altas como la mesosfera y la estratosfera durante parte de su 

ciclo de vida (Joly et al., 2013; Morris et al., 2008). Una de las adaptaciones clave de los 

psicrófilos para prosperar en ambientes fríos es la capacidad de sus enzimas para funcionar 

a un alto nivel de actividad a estas bajas temperaturas. Las enzimas obtenidas de psicrófilos 

son de particular interés para la industria debido a la alta actividad catalítica y su capacidad 

para funcionar a bajas temperaturas de manera eficaz (Feller, 2013). 

2.1.2.3 Acidófilos 

Los acidófilos son organismos capaces de prosperar en entornos con pH bajo, como las 

fuentes termales, así como en nichos artificiales como los sistemas de drenaje de minas 

(Johnson D. B, 1995). Una de las adaptaciones clave de los organismos acidófilos es una 

serie de sistemas de proteínas transportadoras ubicados en la membrana celular para ayudar 

a mantener los niveles de pH citosólico (Baker-Austin and Dopson, 2007). Debido a la 

capacidad de los acidófilos para reducir los iones de metales pesados al medio ambiente, 

los sistemas de drenaje ácido de las minas pueden representar un problema para los 

sistemas de agua circundantes. Estos sistemas de drenaje ácido de minas a menudo 

contienen otros compuestos orgánicos peligrosos (como compuestos alifáticos) que también 

pueden ser degradados por acidófilos (Gemmell and Knowles, 2000), y es posible mediante 

el uso de acidófilos que estos ambientes puedan ser biorremediados (Rani et al., 2009). 
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2.1.2.4 Alcalífilos 

Los alcalífilos están en el extremo opuesto del espectro de pH, tolerando niveles extremos 

de alcalinidad, es decir > pH 9. Uno de los ambientes alcalinos naturales más comunes son 

las lacas de soda que pueden ser fuertemente alcalinas (pH 10-12) así como altamente 

salina, dependiendo del lago individual (Tindall et al., 1984). 

2.1.2.5 Halófilos 

Los organismos que pueden sobrevivir a las tensiones iónicas que les imponen los 

ambientes salinos se denominan halófilos. El rango en el que se definen los halófilos es 

amplio (aproximadamente 0,3 M a 5,1 M de contenido de sal), desde condiciones 

moderadamente halófilas del medio marino hasta lagos salados y minas, así como lugares 

más exóticos como el Mar Muerto (Oren et al., 1995), incluso sobreviviendo dentro de los 

cristales de sal durante un período de tiempo (Norton and Grant, 1988). 

2.1.2.6 Piezófilos 

Las presiones barométricas extremas, como las que se encuentran en las profundidades del 

océano, pueden alcanzar los 110 MPa, con una presión promedio de aproximadamente 38 

MPa (Abe and Horikoshi, 2001), y esto puede representar un desafío importante para que la 

vida prospere. Los organismos que pueden adaptarse a la presión barométrica extrema a 

menudo se denominan piezófilos u ocasionalmente barófilos. Un ejemplo bien estudiado de 

un nicho de alta presión es el de los respiraderos hidrotermales de aguas profundas. Los 

respiraderos hidrotermales de aguas profundas son áreas donde se produce actividad 

geotérmica en el fondo del océano, lo que da como resultado una temperatura de pH y una 

disponibilidad de nutrientes muy variadas, condiciones que a su vez pueden sustentar un 

nicho ambiental diverso y único (Jebbar et al., 2015). 

2.1.2.7 Otros extremófilos 

Existen otros organismos que reciben el apodo de extremófilos pero que no encajan en 

ninguna de las categorías discutidas anteriormente. Estos pueden incluir organismos 

radiotolerantes, que son muy tolerantes a la radiación a través de impresionantes sistemas 

de reparación del ADN (Minton and Daly, 1995), y se están considerando con fines de 

biorremediación en sitios contaminados radiactivamente (Brim et al., 2003). De manera 

similar, también se han considerado funciones de biorremediación para organismos capaces 

de sobrevivir a altas concentraciones de metales pesados (Nies, 2000), o la presencia de 

compuestos tóxicos como los hexaclorobencenos (Adrian and Görisch, 2002). 

2.1.3 Plantas terrestres extremófilas 

Las plantas terrestres extremófilas pueden desarrollarse y crecer en ambientes hostiles con 

estrés abiótico extremo, como ocurre en los extremos de las condiciones latitudinales 

(ambientes árticos, Antártida) y altitudinales, en desiertos, en ambientes de altas 

concentraciones de metales, y en ambientes salinos. Por lo tanto, pueden definirse por sus 

propiedades de tolerancia al estrés, su ecología o su historia evolutiva. Los musgos 

tolerantes a la desecación y los musgos antárticos son ejemplos de vida de briofitas en 

condiciones extremas o subextremas. Entre las plantas vasculares, las plantas árticas, 

antárticas y subantárticas, plantas alpinas, manglares, plantas xerófitas, las plantas criofitas, 

las halófitas y las metalófitas se consideran extremófilas (Boulc’h et al., 2020). Las 
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adaptaciones de estas plantas podrían resultar de modificaciones evolutivas que optimizan 

el funcionamiento de las enzimas y proteínas funcionales en condiciones fisicoquímicas 

adversas (Hmidi et al., 2019). Además, tales adaptaciones estructurales de proteínas 

funcionales no excluyen la participación de mecanismos reguladores y de señalización 

adaptados que controlan la expresión de tales enzimas y proteínas extremófilas (Gu et al., 

2019; Polle and Chen, 2015). 

2.2 Cáncer 

Según el fondo mundial para la investigación del Cáncer (WCRF), en el 2020 hubo un 

estimado de 18.1 millones de casos de cáncer en todo el mundo. De estos, 9.3 millones de 

casos fueron en hombres y 8.8 millones en mujeres. El cáncer más común es el de mama 

con 2,261,119 de nuevos casos, seguido de Pulmón con 2,206,771 nuevos casos en todo el 

mundo (“Worldwide cancer data _ World Cancer Research Fund International”). En Chile, 

la principal causa de muerte es el cáncer, en el informe de la Agencia Internacional para la 

Investigación del Cáncer de 2020 contabilizaron 54,227 nuevos casos. El cáncer de próstata 

es la principal causa de muerte con 2,342; seguido del cáncer de mama con 1,688 (“The 

global cancer observatory 2021”). Es por estas razones que hoy en día existe una urgente 

necesidad de buscar nuevos compuestos bioactivos que puedan hacer frente a esta 

enfermedad y que puedan presentar el menor número de efectos secundarios en los 

pacientes. En los últimos años ha aumentado el interés por explorar métodos para la 

búsqueda de compuestos selectivos contra el cáncer, debido a que las células cancerosas 

pueden desarrollar tumores en cualquier parte del cuerpo. El problema con estos tumores es 

que son un grupo de células que muestran un comportamiento anormal y pueden viajar a 

través del sistema sanguíneo y linfático atravesándolos y diseminándose a todo el sistema 

del cuerpo (Raichel Nivetha et al., 2019; Teixeira et al., 2019). 

2.2.1 Terapia disponible contra el Cáncer 

Desde su aprobación desde hace más de 60 años el tratamiento más utilizado contra el 

cáncer es la quimioterapia tradicional. Sin embargo, el problema es que estos fármacos no 

solo se dirigen hacia las células cancerígenas (se dividen rápidamente), sino también hacia 

las células normales causando una serie de efectos secundarios en los pacientes a los cuales 

se les administra. Por lo que en la actualidad ha surgido una nueva generación de 

tratamiento contra el cáncer: las terapias dirigidas. Al igual que la quimioterapia tradicional 

se utilizan fármacos dirigidos contra las células cancerígenas, pero los mecanismos de 

acción por los cuales estos actúan son distintos. En este caso las terapias dirigidas 

interfieren proteínas específicas implicadas en la formación del tumor, centrándose en 

cambios moleculares específicos de un tipo de cáncer en partícular (Baudino, 2015). 

Existen tres tipos principales de terapias dirigidas: 1) anticuerpos monoclonales, 2) 

inhibidores de moléculas pequeñas y 3) inmunotoxinas. Los dos primeros métodos son los 

que más se han desarrollado en los últimos años (Ranieri et al., 2006; Zhang et al., 2009).  

2.2.1.1    Anticuerpos monoclonales 

El mecanismo de acción de estos es la interrupción de las interacciones entre el ligando y el 

receptor, ya sea porque el anticuerpo bloquea el sitio de interacción o por la eliminación de 

la proteína por endocitosis o por los mastocitos (Golay and Introna, 2012; Ritchie et al., 
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2013). Los anticuerpos monoclonales son más específicos, ya que se dirigen 

exclusivamente a una proteína en particular, pero esta proteína debe ser extracelular, ya que 

los anticuerpos no pueden entrar en la célula a través de la membrana plasmática. 

2.2.1.2  Inhibidores de moléculas pequeñas 

La actividad inadecuada de las quinasas es una vía importante a través de la cual las células 

se vuelven cancerosas, restringiendo el desarrollo normal del ciclo celular. Los inhibidores 

de moléculas pequeñas o inhibidores de las TC (tirosina-quinasas) se unen de forma 

competitiva al sitio de unión al ATP activo o inactivo de una tirosina quinasa. De esta 

forma se utilizan para atacar proteínas que se han desregulado o que se han vuelto no 

reguladas o reguladas al alza, como BCR-ABL, Akt o mTOR. Una vez que estas moléculas 

se unen a su objetivo específico, inactivan el dominio tirosina quinasa e impiden las vías de 

señalización. Estos fármacos han demostrado ser muy útiles cuando se administran a los 

pacientes con agentes quimioterapéuticos (Gerber, 2008).  

2.2.1.3    Inmunotoxinas 

Las inmunotoxinas son una nueva clase de fármacos que incluyen anticuerpos 

monoclonales modificados o factores de crecimiento (Alewine et al., 2015; Kreitman, 

2006). Originalmente, las inmunotoxinas se producían uniendo químicamente una toxina a 

una proteína. Sin embargo, en la actualidad se producen ADN recombinante que genera una 

proteína de fusión que tiene la toxina como un dominio adicional en el anticuerpo o factor 

de crecimiento. La inmunotoxina se une a una proteína de la superficie celular y se 

internaliza a través de fosetas recubiertas de clatrina. Una vez internalizada, la toxina 

provoca la apoptosis de la célula objetivo en combinación con la proteína en el citosol. Las 

toxinas vegetales y bacterianas que se están diseñando para su uso en inmunotoxinas son la 

toxina diftérica (DT), la proteína antivírica de hierba carmín (PAP), la exotoxina A de 

pseudomonas (PE), la ricina y la saporina (Alewine et al., 2015; Kreitman, 2006). 

Por otro lado, la alta producción de ROS generada por las células cancerígenas ha llamado 

la atención del mundo científico, presentando estas especies como posible blanco para su 

tratamiento, lo que se conoce como erradicación selectiva del cáncer a través de la 

interferencia del balance redox, de lo que se discutirá a continuación (Jia et al., 2020).  
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2.2.2 ROS y su relación con el cáncer 

Las especies reactivas de oxígeno (ROS) son moléculas que contienen átomos de oxígeno 

con una alta reactividad. Las ROS son producidas en las células eucariotas a través del 

metabolismo aeróbico y juegan un papel fundamental como reguladores de importantes 

vías de señalización (Perillo et al., 2020). Estas incluyen radicales libres como el radical 

hidroxilo (OH.) y el radical superóxido (O2
.), también se incluye en esta clasificación 

moléculas no radicalarias como el peróxido de hidrógeno (H2O2) que es la especie menos 

reactiva pero que es capaz de llegar a cualquier compartimiento celular antes de ser 

convertida en agua y oxígeno por las enzimas correspondientes (Forman et al., 2014). Las 

ROS son producidas en la mitocondria, los peroxisomas (a través de la β-oxidación de 

ácidos grasos) y en el retículo endoplasmático (a través de la oxidación de las proteínas), 

también son generados después de la exposición a agentes físicos (Rayos UV y calor) y 

después de la aplicación de la quimioterapia y radioterapia del cáncer (Bedard and Krause, 

2007). 

A niveles bajos, las ROS están involucradas en la regulación de muchos procesos 

biológicos y fisiológicos, como importantes moléculas de señalización. Los niveles 

intracelulares de ROS normalmente permanecen estables, porque las ROS son fuentes 

oxidantes que pueden participar en el estrés oxidativo (aumento de la producción normal de 

las ROS), ocasionando daños importantes en lípidos, ADN y proteínas (Jia et al., 2020; 

Stefanatos and Sanz, 2018). En el microambiente tumoral, las ROS en niveles 

relativamente bajos desempeñan un papel importante en la señalización y proliferación 

celular, así como en la revascularización. Sin embargo, un aumento gradual de estas puede 

promover la proliferación celular y metástasis de tumores. Por el contrario, las ROS en 

niveles elevados dañaran el ADN de las células cancerosas, provocando apoptosis y 

necrosis tumoral (Holmström and Finkel, 2014; Kim et al., 2016; Mishra et al., 2019). La 

compleja interconexión entre los niveles de ROS y el cáncer se basan esencialmente en el 

ajuste preciso entre la producción de ROS y la eliminación de estos. El inicio y la 

progresión del cáncer se ve beneficiado por un ligero aumento en los niveles de ROS, por 

lo que las células cancerígenas prosperan con niveles de ROS que son moderadamente más 

altos que los de su contraparte normales, ya que han desarrollado un mayor sistema 

antioxidante (Perillo et al., 2020). Esta característica hace que las células cancerosas sean 

más sensibles a estímulos externos que incrementan la producción de ROS, por lo que en la 

actualidad se están desarrollando cada vez más estrategias terapéuticas para elevar los 

niveles de ROS y superar la adaptación redox de las mismas células para inducir estrés 

oxidativo (Perillo et al., 2020). Un gran número de reacciones de oxidación hacen que la 

concentración de ROS en el tumor sea mayor que en los tejidos normales. Por lo tanto, las 

ROS están estrechamente relacionadas con las distintas fases del tumor, y esto puede ser de 

gran ayuda para la producción de efectos terapéuticos en el tumor. Por mencionar algunas 

de las estrategias para combatir el cáncer mediante las ROS tenemos, la terapia 

fotodinámica, la medicina oncología y la inmunoterapia (Jia et al., 2020). 

2.2.2.1.   ROS y la terapia fotodinámica 

La terapia fotodinámica (TFD) es una terapia intervencionista muy eficaz para el 

tratamiento de tumores en los últimos años. Durante la TFD, el fotosensibilizador (PS) 

cargado en el interior de nanomateriales, convierte el oxígeno circundante en ROS 
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mediante transferencia de elección bajo la irradiación de una longitud de onda de luz 

específica, lo que conduce a una mayor producción de ROS (Yang et al., 2018). El aumento 

del nivel de ROS en el microambiente tumoral romperá el equilibrio de oxidación-

antioxidación, inhibirá el crecimiento del tumor, dañará el ADN y, por tanto, inducirá la 

apoptosis de las células cancerosas (Yang et al., 2018). 

2.2.2.2.   ROS y la medicina oncológica 

La mayoría de las células pueden amortiguar cierta cantidad de ROS mediante el 

mecanismo de reducción del sistema redox del glutatión (GSH), pero las ROS a largo plazo 

en niveles elevados pueden causar daños celulares (Fernández-Bertólez et al., 2019). 

Factores externos como la radiación, la contaminación atmosférica y los fármacos 

quimioterapéuticos pueden estimular a las mitocondrias para que produzcan ROS, 

generando la apertura de los poros de la membrana externa mitocondrial, lo que involucra 

la liberación de iones de calcio, asi como de citocromo C, provocando así la muerte celular 

via apoptosis. Aunque la terapia quimiofotodinámica tiene un importante efecto sinérgico 

sobre los tumores malignos, los nanotransportadores disponibles en la actualidad tienen 

capacidades limitadas en cuanto a toxicidad selectiva, liberación del fármaco y penetración 

en el tumor. Por esto, se han desarrollado nanotransportadores de polietilenglicol (PEG)-

estearilamina (C18) (PTS) autoensamblado con un enlazador tiocetal (TL) sensible a las 

ROS, y se combinó con la doxorrubicina (DOX) y decolorante fotosensible A (PhA) para 

mejorar el tratamiento quimiofotodinámico local. Estas nuevas nanomicelas activadas por 

luz administraron eficazmente dos fármacos quimiofotodinámicos y minimizaron los 

efectos secundarios (Fernández-Bertólez et al., 2019). 

2.2.2.3.   ROS y la inmunoterapia 

La inmunoterapia adoptiva (IA), se presenta como una terapia novedosa que afecta al 

metabolismo tumoral a través de ROS. En general, la IA se refiere a la transferencia de 

linfocitos del donante al receptor para mejorar la inmunidad celular del receptor. La IA 

puede dividirse en dos categorías: especificidad- la transferencia de linfocitos 

antigensibilizados a un receptor para que sea inmune al antígeno; y la categoría no 

especifica - la transferencia de linfocitos normales, no antigénicos, a un receptor para que 

sea inmune al antígeno o a múltiples antígenos. En la actualidad, la inmunoterapia adoptiva 

con células T es una inmunoterapia clínicamente eficaz contra los tumores. Este enfoque 

puede provocar una respuesta autoinmune hiperactiva que puede causar reacciones adversas 

graves e incluso potencialmente mortales. Por tanto, el controlar de forma más eficaz y 

fiable y dilucidar el mecanismo de acción es uno de los principales puntos de investigación 

de la inmunoterapia en la actualidad (Habtetsion et al., 2018). 

2.2.3 Productos Naturales como fuente de nuevos agentes anticancerígenos 

El descubrimiento y desarrollo de nuevas drogas inspiradas en productos naturales han sido 

el foco de muchas investigaciones en los últimos años (Wright, 2017; Yao et al., 2017). 

Alcaloides, flavonoides, terpenos, polisacáridos, saponinas y otros han sido reportados 

como compuestos bioactivos de origen natural con potente actividad anticancerígena (Joshi 

et al., 2017). Mas del 60% de los fármacos anticancerígenos comercialmente disponibles o 

que se encuentran en diferentes fases clínicas y que han demostrado importante eficacia 

para combatir el cáncer, son productos naturales derivados de plantas, organismos marinos 
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o microorganismos (Seelinger et al., 2012). La actividad anticancerígena de la mayoría de 

los productos naturales está relacionada con la función inmunitaria, inducción de la 

apoptosis o la autofagia, o inhibición de la proliferación celular (Rayan et al., 2017). 

Por muchos años, las culturas indígenas alrededor del mundo han utilizado plantas para el 

tratamiento de muchas enfermedades (Seca, 2018). Las plantas constituyen una conocida 

alternativa para el tratamiento del cáncer en muchos países y mas de 3000 plantas alrededor 

del mundo han sido reportadas con propiedades anticancerígenas (Alves-Silva et al., 2017; 

Tariq et al., 2017), a pesar de que actualmente las medicinas tradicionales se utilizan 

menos, el uso de plantas medicinales sigue siendo habitual en la terapia oncológica en todo 

el mundo (Diorio et al., 2017; Yan et al., 2017). Los productos naturales han atraído cada 

vez más atención en la quimioterapia contra el cáncer porque se consideran biológicamente 

más amistosos y, en consecuencia, más evolucionados con sus sitios activos y menos 

tóxicos para las células sanas (Mishra et al., 2019). Considerando estos hechos, muchas 

investigaciones en la actualidad han centrado sus investigaciones en el potencial de los 

productos naturales provenientes de las plantas para la industria farmacéutica (Bernardini et 

al., 2018; Katz and Baltz, 2016; Kotoku et al., 2016). 

2.3 Antioxidantes 

Los antioxidantes son sustancias que pueden proteger a las células del daño causado por los 

radicales libres, y pueden desempeñar un papel importante en enfermedades cardíacas, 

cáncer y otras enfermedades. Los antioxidantes neutralizan los radicales libres donando uno 

de sus electrones y poniendo fin a la reacción radicalaria, ayudando a prevenir el daño 

celular y tisular de los tejidos (Singh et al., 2018). Los compuestos endógenos de las células 

pueden ser: enzimáticos como la enzima superóxido dismutasa, catalasa, enzimas 

dependientes del glutatión y antioxidantes no enzimáticos, que pueden ser metabólicos y 

antioxidantes nutritivos. Entre los antioxidantes metabólicos podemos mencionar GSH, 

ácido lipoico, L-arginina, coenzima Q10, melatonina, ácido úrico, bilirrubina, etc., los 

cuales son producidos por el organismo a través del metabolismo. Mientras que los 

nutrientes antioxidantes exógenos se deben suministrar a través de la alimentación, tales 

como la vitamina E, vitamina C, los carotenoides, los oligoelementos, flavonoides, 

polifenoles, etc. (Alexieva et al., 2010; Valko et al., 2007). Existe un delicado balance entre 

el sistema de reparación antioxidante y los mecanismos prooxidantes de destrucción tisular, 

que si se inclina a favor del daño celular podría provocar una mutilación significativa de los 

tejidos, por lo que es importante estudiar esta relación (Sharma and Sharma, 2011; Singh et 

al., 2018). 

2.3.1 Quimioterapia, estrés oxidativo y antioxidantes 

Los fármacos quimioterapéuticos que provocan altos niveles de estrés oxidativo son 

utilizados debido a que emplean este mecanismo de estrés para destruir las células 

cancerígenas. Sin embargo, se cree que el estrés oxidativo reduce la eficacia general de la 

quimioterapia ya que ralentiza el proceso de replicación celular, pero es durante este 

proceso cuando los fármacos matan las células cancerígenas. Por lo tanto, una replicación 

celular mas lenta puede significar menor eficacia de la quimioterapia (Conklin, 2004). 
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Es por esto, que en la actualidad se recomienda la adición de ciertos antioxidantes en dosis 

específicas para reducir el estrés oxidativo y aumentar así la eficacia de la quimioterapia 

(Perumal et al., 2005). La interacción entre la quimioterapia y los antioxidantes es mucho 

más compleja que la promoción e inhibición del estrés oxidativo. Sin embargo, existen 

varios mecanismos por los que la quimioterapia y los antioxidantes también tienen diversos 

efectos en el organismo. Por lo que cada antioxidante tiene una interacción diferente en la 

quimioterapia y este efecto puede incluso ser modificada en función de la dosis utilizada 

(Singh et al., 2018). 

2.3.1.1.   Antioxidantes y quimioterapia 

Hay dos tipos diferentes de dosis de antioxidantes utilizados en la terapia del cáncer. Una 

dosis preventiva, que es una dosis baja y una dosis terapéutica, que es una dosis alta. En el 

caso de la dosis preventiva se ha reportado la protección de células normales y tumorales. 

Para la dosis terapéutica, los reportes muestran que inhibe el crecimiento de las células 

cancerosas, pero no de las normales (Singh et al., 2018).  

Muchos estudios llevados a cabo en los años recientes reportan conclusiones positivas 

sobre la interacción de los antioxidantes y la quimioterapia. Esto se debe en gran medida a 

que los pacientes de cáncer sufren deficiencias vitamínicas (ácido fólico, vitamina C, 

piridoxina, etc.) debido a una pobre nutrición o a un tratamiento deficiente. Además, la 

quimioterapia reduce los niveles séricos de vitaminas y minerales antioxidantes debido a la 

peroxidación lipídica por lo que se produce un mayor nivel de estrés oxidativo. Por lo tanto, 

la suplementación de ciertos antioxidantes puede ayudar a mejorar el estado de salud de los 

pacientes sometidos a un régimen continuo de quimioterapia (Drisko et al., 2003). 

2.3.1.2.   Potencial redox de los antioxidantes 

El estado redox se define como el potencial de reducción de todas las moléculas 

antioxidantes en los constituyentes celulares o fluidos biológicos. De hecho, el equilibrio 

redox se mantiene hacia un estado de valores negativos de potencial redox debido a la 

actividad de los mecanismos de homeostasis celular. Este equilibrio redox celular puede 

verse alterado debido a cambios en las condiciones fisiológicas o cuando se produce una 

reducción de los niveles de antioxidantes celulares (Pham-Huy et al., 2008). El resultado 

neto puede manifestarse como daños funcionales para la salud o diversas condiciones de 

enfermedad, incluido el cáncer (George and Abrahamse, 2020). Existen moléculas 

antioxidantes grandes (catalasa, GPx, SOD) o pequeñas (carotinoides, GSH, vitaminas C y 

E) capaces de controlar el equilibrio redox en las células malignas (Nimse and Pal, 2015). 

Por lo tanto, una de las estrategias para inducir la reducción tumoral es atacar el 

metabolismo redox aumentando la capacidad antioxidante de la célula cancerosa (George 

and Abrahamse, 2020). 

Cuando aumenta el estrés oxidativo, el exceso de peróxido de hidrógeno (H2O2) se 

convierte en radical hidroxilo (OH.) que puede dañar diversos componentes celulares 

(Marengo et al., 2016). La capacidad de invasión y de metástasis también depende del nivel 

de ROS generado por los tumores primarios (Gorrini et al., 2013). Varios estudios han 

identificado que la inhibición del ROS mitocondrial es una estrategia terapéutica eficaz 

para el control y la prevención de la metástasis (Goh et al., 2011; Porporato et al., 2014). 

Por el contrario, las células de melanoma que circulan por el torrente sanguíneo 
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experimentan varios cambios metabólicos reversibles para soportar un mayor estrés 

oxidativo (Piskounova et al., 2015). En este caso, los antioxidantes pueden apagar el exceso 

de ROS en la sangre circulante que causa graves daños celulares y facilita la metástasis. Tal 

vez, ésta sea una de las razones por las que la terapia antioxidante consigue o no la remisión 

efectiva y la recuperación de los tumores malignos. Por lo tanto, es necesario diseñar 

estrategias para eliminar las ROS de los compartimentos mitocondrial y celular mediante el 

uso de compuestos antioxidantes (George and Abrahamse, 2020). 

2.3.1.3.   Rol de los antioxidantes en la terapia fotodinámica 

El metabolismo energético mitocondrial es la principal fuente de radicales libre. Los 

radicales libres como el peróxido de hidrógeno (H2O2) y el superóxido (O2
.) aumentan la 

tasa de replicación y proliferación del ADN celular. Un número excesivo de radicales libres 

puede tener consecuencias perjudiciales que provoquen enfermedades sistémicas y cáncer. 

Cualquier desequilibrio en el estado redox celular, ya sea por un aumento de radicales 

libres o por una escalada de agentes reductores, favorece la detención del crecimiento y la 

apoptosis (Abrahamse and Hamblin, 2016). De hecho, el mecanismo de acción de las 

radiaciones no ionizantes y ionizantes en la eliminación de las células cancerosas implica la 

generación de niveles anormalmente altos de radicales libres en el organismo. La terapia 

fotodinámica (TFD) con radiaciones no ionizantes utiliza un compuesto fotosensible 

(fotosensibilizador) que reacciona con el oxígeno molecular (O2) para generar un exceso de 

radicales libres, especialmente peróxido de hidrógeno (H2O2) y superóxido (O2
.), que 

provocan la detención del crecimiento y la muerte celular. Por el contrario, la radioterapia 

con radiaciones ionizantes da lugar a la formación de radicales de oxígeno en las células 

vivas por interacción de la radiación con el agua, proceso conocido como radiólisis (Vile 

and Tyrrell, 1995).  

Una combinación de antioxidantes sintéticos y naturales sirve como radioprotector para los 

pacientes sometidos a radioterapia. Antioxidantes como la vitamina E (α-tocoferol) y la 

melatonina han resultado eficaces contra la mucositis inducida por la radiación, el cáncer 

cerebral y la proctopatía inducida por la radiación, respectivamente (Moss, 2007). En 

cambio, la TFD puede servir como modalidad terapéutica para inducir radicales libres que 

pueden estimular la señalización celular que conduce a la respuesta inmune antitumoral, la 

reducción de la masa tumoral, la apoptosis y la necrosis (Broekgaarden et al., 2015). A 

diferencia de la acción de las radiaciones ionizantes sobre los sistemas biológicos, que dan 

lugar a la formación de cantidades excesivas de radicales libres por radiaciones no 

dirigidas, las TFD provocan una producción controlada de estrés oxidativo mediante el uso 

de fármacos específicos y una respuesta dirigida. Sin embargo, la presencia de 

antioxidantes en las reacciones fotodinámicas reduce la eficacia de la TFD, aunque algunos 

de ellos, como el ácido ascórbico, el α-tocoferol o el butil-4-hidroxianisol, pueden potenciar 

el efecto fotodinámico en las células malignas (Jakus and Farkas, 2005). Las razones 

exactas que subyacen a la naturaleza variable de estos antioxidantes en los cánceres 

requieren investigaciones más detalladas (George and Abrahamse, 2020). 

En resumen, la TFD puede modular las respuestas antioxidantes celulares, la respuesta 

proinflamatoria y la respuesta de supervivencia durante el estrés oxidativo. La TFD asistida 

por nanomedicina tiene una mayor especificidad para la destrucción de células cancerosas 

con efectos secundarios mínimos. Los fotosensibilizadores junto con las moléculas 
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específicas de la diana también pueden acumularse en la bicapa lipídica de las células 

madre cancerosas para generar radicales libres tras la irradiación con luz de longitud de 

onda adecuada, lo que conduce a la remisión de la masa tumoral. De hecho, la TFD dirigida 

junto con adyuvantes e inmunoestimulantes adecuados será otra opción factible para 

erradicar estos tumores recalcitrantes (Mfouo Tynga and Abrahamse, 2018). 

2.4 Antimicrobianos 

Las infecciones microbianas y la resistencia de estos a los antibióticos han sido uno de los 

grandes retos que amenazan la salud de muchas personas alrededor del mundo. Una 

investigación publicada en The Lancet, reveló que la segunda causa de mortalidad en el 

planeta se produce debido a infecciones bacterianas. El trabajo liderado por la Escuela de 

Medicina de la Universidad de Washington (EE. UU), concluyó que, solo en 2019, 7.7 

millones de personas fallecieron a causa de alguna infección y que la mitad de esos decesos 

fue atribuible a cinco bacterias: S. aureus, E. coli, S. pneumoniae, K. pneumoniae y P. 

aeruginosa. En el aumento de la resistencia a los antibióticos intervienen varios factores, 

sobre todo el uso excesivo y abusivo de antibióticos en humanos y animales, además de la 

falta de desarrollo de nuevos antibióticos. El campo del descubrimiento y desarrollo de 

antibióticos necesita urgentemente de innovación para revitalizar los fármacos descubiertos 

y aprobados por la FDA desde finales de los años ochenta o sintetizar y desarrollar nuevos 

fármacos que puedan hacerles frente a estos microorganismos que causan muchas muertes 

cada año en el Planeta (Durand et al., 2019; Porras et al., 2021).  

En la búsqueda de nuevos antibióticos, el cribado de compuestos sintéticos no ha cumplido 

las expectativas y, en consecuencia, ha demostrado la necesidad de explorar los productos 

naturales (Harvey et al., 2015; Payne et al., 2007) que, a diferencia de la mayoría de los 

compuestos sintéticos, interactúan con los sistemas biológicos de una manera más eficiente, 

además debido a su enorme diversidad química y estructural los convierten en potenciales 

fármacos (Shen, 2015). Históricamente, el descubrimiento de la penicilina por Alexander 

Fleming en 1928 se realizó a partir del cultivo del hongo Penicillium notatum (Singh and 

Barrett, 2006). En la actualidad, de los más de 162 agentes antimicrobianos aprobados por 

la FDA entre 1981 – 2019, alrededor del 50% son derivados de un producto natural 

(Newman and Cragg, 2020). 

Las plantas son especialmente interesantes como fuentes de antibióticos porque han 

desarrollado complejos mecanismos de acción contra los mismos, como el uso de defensas 

químicas que implican una amplia gama de metabolitos secundarios estructuralmente 

únicos (Zaynab et al., 2018). Las plantas también poseen otras características distintivas 

prometedoras para el descubrimiento de fármacos, como su rica quimiodiversidad. De las 

más de 374.000 especies de plantas que han sido descubiertas solo un pequeño porcentaje 

ha sido estudiado, por lo que todavía existe una amplia variedad de las mismas sin estudiar 

(Christenhusz and Byng, 2016). A lo anterior se debe sumar, la eficacia clínica asociada a 

los extractos de plantas (Gurib-Fakim, 2006), su fácil acceso y el potencial de interacciones 

sinérgicas entre los fitoquímicos y otros compuestos bioactivos (Caesar and Cech, 2019).  
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2.4.1. Métodos de control de patógenos multirresistentes 

Para el control del crecimiento microbiano se han desarrollado varios métodos con el fin de 

destruir o inhibir su crecimiento. A continuación, se mencionarán los métodos actualizados 

utilizados como control (Elmaidomy et al., 2022). 

2.4.1.1. Métodos de control de patógenos multirresistentes 

La formación, transferencia y transmisión de plásmidos resistentes son mecanismos 

importantes que causan resistencia a los antibióticos, y que desempeñan un papel 

fundamental en la diseminación de genes de resistencia (Poirel et al., 2018). En 

consecuencia, uno de los mecanismos eficaces para reducir la resistencia a los antibióticos 

es la inhibición de la transferencia de plásmidos resistentes o su eliminación. 

 

2.4.1.2. Efecto sobre la permeabilidad de la membrana celular 

Dado que la membrana celular bacteriana impide el transporte de antibióticos y, en 

consecuencia, afecta a la eficacia del fármaco, la permeabilidad de la membrana celular 

bacteriana podría modificarse cambiando algunos canales iónicos. Mediante este método, la 

permeabilidad de las membranas celulares para transportar antibióticos al interior de la 

bacteria a través de la pared celular bacteriana podría ser incrementada, presentando un 

método eficaz contra patógenos multirresistentes (He et al., 2018). 

2.4.1.3. Inhibición de la bomba de eflujo de bacterias resistentes a los antibióticos 

Los antibióticos pueden inducir fácilmente la sobreexpresión de la bomba de eflujo 

bacteriana para forzar a las bacterias a bombear más antibacterianos para disminuir 

significativamente la concentración, exacerbando la infección bacteriana. El sistema de 

eflujo tanto en bacterias gram-positivas como gram-negativas regula al alza la expresión del 

gen NorA para aumentar la excreción del fármaco, por lo que los inhibidores de la bomba 

de eflujo de las bacterias podrían eliminar la resistencia a los antibióticos (Tanaka et al., 

2016). 

2.4.1.4. Cambios en las dianas farmacológicas 

El peptidoglicano es el principal componente de la envoltura celular de la mayoría de las 

bacterias. En la síntesis del peptidoglicano, varias proteínas, como las enzimas Mur y las 

PBPs, son los objetivos de los antibióticos. Sin embargo, los cambios en la estructura y la 

cantidad de PBPs por parte de las bacterias desempeñan un papel importante en la 

resistencia bacteriana a los fármacos (Shiota et al., 2004). Tales cambios implican diversos 

mecanismos, especialmente subunidades ribosómicas a través de mutaciones ribosómicas y 

metilación de las subunidades ribosómicas, que suelen implicar a los genes erm que 

interfieren en la capacidad de los fármacos para unirse a las PBPs. con la capacidad de los 

fármacos para unirse al ribosoma. Además, en el caso de los fármacos dirigidos a la síntesis 

de ácidos nucleicos, la resistencia se produce a través de modicaciones en la ADN girasa o 

la topoisomerasa IV. Para los fármacos que inhiben las vías metabólicas, la resistencia se 

produce a través de mutaciones en enzimas (DHPS-dihidropteroato sintasa, DHFR-
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dihidrofolato reductasa) implicadas en la vía de biosíntesis del folato y/o la 

sobreproducción de enzimas DHPS y DHFR resistentes (C Reygaert, 2018). 

2.4.1.5. Inhibición de la formación de Biopelículas 

La colonización bacteriana se identifica como la formación de una biopelícula por una 

comunidad bacteriana. Para los organismos patógenos, la formación de una biopelícula 

protege a las bacterias del sistema inmunitario del huésped, además de proporcionarles 

protección frente a los agentes antimicrobianos. La consistencia espesa y pegajosa de la 

matriz de la biopelícula, que contiene polisacáridos, proteínas y ADN de las bacterias 

residentes, dificulta que los agentes antimicrobianos lleguen a las bacterias. Además, las 

células bacterianas de la biopelícula tienden a ser sésiles (metabolismo lento, división 

celular lenta), por lo que los agentes antimicrobianos no pueden alcanzarlas, provocando 

que los antimicrobianos que se dirigen a las células bacterianas en crecimiento, que se 

dividen tengan poco efecto. El resultado es genes de resistencia a los antimicrobianos entre 

comunidades bacterianas (C Reygaert, 2018). 

2.4.1.6. Inactivación de fármacos inhibidores 

Las bacterias pueden inactivar los antibióticos de dos formas principales, Por degradación 

del fármaco, o bien por modificación del fármaco mediante la transferencia de un grupo 

químico a la estructura química del fármaco. Para la inactivación de fármacos por 

transferencia de un grupo químico se suele utilizar la transferencia de grupos acetilo, 

fosforilo y adenilo (C Reygaert, 2018). 

2.4.1.7. Bacteriocinas 

Las bacteriocinas son péptidos antimicrobianos sintetizados ribosómicamente por casi todas 

las especies bacterianas y tienen un mecanismo de acción y un espectro de actividad 

variados. Debido a sus principales propiedades, tales como, su alta estabilidad, baja 

toxicidad y amplio espectro de actividad, las bacteriocinas se han convertido en una 

excelente alternativa a los antibióticos (Vivas et al., 2019). 

2.4.1.8. Aceites esenciales 

Otra herramienta alternativa para controlar los patógenos multirresistentes son los aceites 

esenciales (AE). Cuando los AE se mezclan con agentes antimicrobianos, sus 

constituyentes podrían desbloquear los canales de la membrana celular, abriendo el paso de 

los agentes antimicrobianos para alcanzar sus objetivos internos. Esta es una gran estrategia 

para evitar la selección de cepas resistentes en el futuro. Sin embargo, la baja solubilidad en 

agua y la alta presión de vapor son características que limitan la utilización de los mismos 

(Vivas et al., 2019). 

2.4.1.9. Inhibición de la comunicación bacteriana (Quorum-sensing, QS) 

La detección del quórum (QS) es una comunicación bacteriana intercelular para coordinar 

comportamientos celulares. A altas concentraciones, los patógenos pueden cambiar su 

transcripción prole a un fenotipo invasivo, incluidos los genes relacionados con la 

tolerancia a los antibióticos y los determinantes de virulencia, y provocar enfermedades, ya 

que regulan la expresión de varios genes de virulencia simultáneamente. Los QSI actúan 
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inhibiendo las comunicaciones célula-célula y, en consecuencia, la evolución de la 

enfermedad, permitiendo al sistema inmunitario prevenir la colonización bacteriana y/o 

eliminar una infección establecida. Este control antimicrobiano se basa en la reducción de 

la carga de virulencia más que en la eliminación de la infección en lugar de matar a las 

bacterias. En las dos últimas décadas, se han caracterizado varias QSI de plantas animales y 

microorganismos, y los modelos de infección animales y vegetales han demostrado su 

eficacia antibacteriana contra patógenos QS. Así pues, las QSI podrían ser una buena 

alternativa para tratar infecciones causadas por patógenos multirresistentes. Sin embargo, 

su aplicación clínica aún requiere más investigación (Vivas et al., 2019). 

2.4.2. Investigaciones de ramas alternativas sobre desarrollo de nuevos fármacos 

contra patógenos multirresistentes. 

Además de los productos naturales, se han investigado varios remedios como prebióticos, 

probióticos, simbióticos, bacteriófagos, nanopartículas, péptidos antimicrobianos, péptidos 

reguladores de las defensas innatas, péptidos miméticos, vacunas y la estimulación 

inmunitaria, etc., cada uno con sus propias ventajas y limitaciones (Elmaidomy et al., 

2022). 
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3 Antecedentes 

3.1 Plantas endémicas del Norte de Chile y su uso medicinal 

La medicina ancestral de los pueblos originarios está enraizada en la experiencia misma del 

hombre con su entorno, en su cultura. Se ocupa de las enfermedades cuyo foco era la 

mayoría de las veces desconocido y cuyo agente causal se debía a la acción de fuerzas 

invisibles. Las tradiciones curativas ancestrales se remontan a cientos y miles de años y sus 

prácticas variaron ampliamente involucrando rituales, ceremonias y una riqueza inmensa de 

conocimientos. Las plantas y otros productos naturales utilizados en los tratamientos, 

generalmente se recolectaron en el entorno inmediato, lo que posibilitó una amplia variedad 

de curas a las principales dolencias del grupo. Aprendieron que usando o combinando 

ciertas hierbas, raíces y plantas (a menudo consideradas profundamente sagradas), era 

posible la sanación (Vega Cacabelos, 2020). 

El pueblo Colla que habita la zona norte de Chile: parte del altiplano en la III Región. 

Como ocurre con la mayoría de los pueblos andinos su medicina tradicional se relaciona 

intrínsecamente con su cosmovisión y religión. Se manejan algunas hierbas como la 

chachacoma: Escalonia resinosa (empleada para el mal de altura: puna), la llareta: Azorella 

compacta (para el cáncer y leucemia), el bailahuén: Haplopappus baylahuen (para dolores 

estomacales), el parque negro: Cestrum parqui (cicatrizante de heridas) y la salvia: Salvia 

officinalis (para la tos y el resfrío) entre otras (Galvez Gomez, 2012). Esta información ha 

sido de gran ayuda para la búsqueda de nuevas sustancias bioactivas con objetivos 

farmacológicos y conjuntamente con esto el desarrollo de proyectos que permitan el uso de 

manera controlado de estas plantas endémicas del Norte de Chile. 

La región de Atacama tiene una superficie aproximada de 75.000 Km2 (La cuarta región 

más grande de Chile) y se divide en tres provincias: Chañaral, Copiapó y Huasco. Esta 

región tiene cordilleras transversales que unen las montañas costeras con los Andes, y 

profundos valles formados por grandes ríos como el Salado, Copiapó y Huasco. De todos 

los paisajes notables de Atacama, el famoso desierto floreciente es el más espectacular. En 

su mejor momento, a principios y mediados de la primavera y cuando hay una combinación 

de lluvias abundantes y temperaturas adecuadas, especies vistosas como para de guanaco 

(Cistanthe longiscapa), añañuca amarilla (Zephyranthes bagnoldii) y celestina (Zephyra 

elegans) ofrecen una impresionante exhibición de colores. La Región es conocida por sus 

cactus únicos, especialmente especies del género endémico Copiapoa, que prevalecen en la 

costa y son especialmente prominentes en los Parques Nacionales Llanos de Challe y Pan 

de Azúcar. En los Andes, el Parque Nacional Nevado de tres Cruces es uno de los mejores 

ejemplos de salares altoandinos e incluye parte del Salar de Maricunga (“Las plantas 

endémicas de Chile”) Actualmente se encuentran registradas 111 especies de plantas 

endémicas en la Región de Atacama, agrupadas en 50 géneros. En esta tesis, se estudiarán 4 

plantas recolectadas en esta región pertenecientes a 4 familias diferentes. 
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3.2 Plantas de Chile pertenecientes a las familias: Solanaceae, 

Zygophyllaceae, Krameriaceae y Apocynaceae 
 

3.2.1   Solanaceae 

Las solanáceas son una familia de plantas herbáceas pertenecientes al orden Solanales, de 

las dicotiledóneas. Comprende aproximadamente 98 géneros y unas 2700 especies, con una 

gran diversidad de hábito, morfología y ecología. La familia es cosmopolita, 

distribuyéndose por todo el globo con la excepción de la Antártida. La mayor diversidad de 

especies se encuentran en América del Sur y América Central. En esta familia se incluyen 

especies alimenticias tan importantes como la papa o patata (Solanum tuberosum), el 

tomate (Solanum lycopersicum), la berenjena (Solanum melongena) y los chiles, ajíes o 

pimientos (Capsicum). Muchas plantas ornamentales muy populares pertenecen a las 

solanáceas, como Petunia, Schizanthus, Salpiglossis y Datura (Padmanabhan et al., 2016). 

Ciertas especies son mundialmente conocidas por sus usos medicinales, sus efectos 

psicotrópicos o por ser ponzoñosas. En Chile se han reportado 42 especies de esta familia, 

En este trabajo de investigación se estudiará la especie Nolana albescens. 

N. albescens se encuentra distribuida entre el borde costero desde la Región de Antofagasta 

hasta la región de Coquimbo. Esta especie es conocida como “suspiro” y constituye una de 

las flores emblemáticas que aparecen durante el fenómeno del desierto florido. Es 

considerada una planta de poco valor ornamental (“Las plantas endémicas de Chile” ). 

 

Figura 1. Nolana albescens, planta endémica del Norte de Chile 

. 

3.2.2   Zygophyllaceae 

Son plantas herbáceas o raramente leñosas, a menudo xerófilas y halófilas (plantas que 

crecen en ambientes salinos). Existen más de 280 especies en el mundo, de las cuales 9 han 

sido reportadas en Chile: Bulnesia chilensis, Fagonia chilensis, Fagonia subaphylla, 

Larrea cuneifolia, Larrea divaricata, Larrea nítida, Metharme lanata, Pintoa chilensis y 

Porlieria chilensis (Sheahan, 2007). De las cuales, solo Pintoa chilensis es endémica de la 

región de Atacama (“Chileflora” ). 

P. chilensis es un arbusto de 1.5 m de altura, crece en áreas secas, donde el período sin 

precipitaciones dura de 6 – 10 meses. Su principal uso es ornamental (“Chileflora”). 

Recientemente, nuestro grupo ha demostrado la posible empleabilidad de P. chilensis, 
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específicamente su extracto etanólico, frente a la línea celular MCF-7. Los resultados 

preliminares son alentadores y se podría estar en presencia de metabolitos que presentarán 

actividad selectiva frente a algunos tipos de cáncer (Arrieche et al., 2024). 

 

 

Figura 2. Pintoa chilensis, planta endémica del Norte de Chile. 

3.2.3   Krameriaceae 

Es una familia de plantas fanerógamas, distribuida en las regiones templadas y 

subtropicales. Cuenta con un solo género: Krameria, con unas 25 especies de arbustos o 

hierbas perennes. Para Chile se han reportado dos especies: Krameria cistoidea y Krameria 

lappacea. Para efectos de esta investigación nos enfocaremos en la especie K. cistoidea 

(“Las plantas endémicas de Chile”). 

K. cistoidea conocida comúnmente como “Pacul”, es un arbusto de hasta 30-50 cm de 

altura cuyas raíces se utilizan para teñir. En Medicina popular se emplea en cuadros de 

diarrea y hemorragias. Esta especie tiene altos requerimientos en radiación y temperatura. 

Es propia del desierto florido en la región de Atacama (Pedrós-Alió, 2021). 

 

Figura 3. Krameria cistoidea, planta endémica del Norte de Chile. 

3.2.4   Apocynaceae 

Es una familia que incluye árboles, arbustos, hierbas o lianas. Las especies de esta familia 

se distribuyen primordialmente en las regiones tropicales, dividida en 366 géneros que 
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incluyen unas 4500 – 5500 especies (Gonzalez-Rocha & Cerros Tlatipla, 2015). En Chile 

se conocen 19 especies nativas de esta familia, representados únicamente por dos géneros: 

Elytropus y Skytanthus el cual es endémico y solo crece en dunas y áreas relacionadas al 

Desierto en el Norte del país (Pedrós-Alió, 2021). En este trabajo de investigación nos 

enfocaremos en la especie Skytanthus acutus. 

S. acutus conocido comúnmente como “cacho de cabra” o “cuerno de cabra”, es un arbusto 

de 1.2 m de altura cuya flor amarilla es conocida por sus 5 pétalos y sus frutos se enroscan 

en espiral al secarse. Tiene poco valor como ornamento (Pedrós-Alió, 2021). 

 

Figura 4. Skytanthus acutus, planta endémica del Norte de Chile. 

 

3.3 Metabolitos secundarios aislados de plantas pertenecientes a las 

familias: Solanaceae, Zygophyllaceae, Krameriaceae y Apocynaceae 

recolectadas en Chile. 
 

3.3.1. Solanaceae 

En la actualidad la mayoría de los trabajos dedicados a la búsqueda de compuestos 

bioactivos de esta familia de plantas se han enfocado en el género Solanum, de las cuales se 

han aislado una importante cantidad de metabolitos secundarios en los cuales se incluyen: 

fenilpropanoides, flavonoides, alcaloides (Zhao et al., 2018), acetogeninas, policétidos, 

terpenos, esteroides y carotenoides (Nirmal et al., 2012). Otras plantas pertenecientes al 

género Physalys, también han sido ampliamente estudiadas reportando interesantes 

actividades biológicas tales como: capacidad para bloquear compuestos antifisiológicos, 

repelente de insectos, hepatoprotector, inmunomodulador, antibacteriana (Gurnani et al., 

2016), antiinflamatoria (Zimmer et al., 2012), antitumoral y citotóxica (Ceferino, Guzman 

et al., 2016; Ramadan, 2011). 

El género Nolana comprende 85 – 89 especies, de las cuales entre 42 – 47 son nativas de 

las zonas costeras de Chile y con gran presencia en el desierto de Atacama (Dillon 2007). 

Entre los grupos de metabolitos secundarios que se han aislado de las especies 

pertenecientes a este género tenemos: diterpenos tipo labdanos (Chamy et al., 1997) y 

sesquiterpenos principalmente (Cifuentes et al., 2020; Garbarino et al., 2007). A 

continuación, se mencionarán algunos trabajos de plantas pertenecientes al género Nolana 
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realizados en los últimos 10 años, ya que a la fecha no hay reportados trabajos de 

aislamiento de metabolitos secundarios para la especie N. albescens.  

En el 2015 Simirgiotis y colaboradores reportaron el análisis químico de tres especies de 

plantas recolectadas en el Valle de Paposo (II Región): N. leptophylla, N. aplocaryoides y 

N. ramosissima. Así como la determinación de la capacidad antioxidante (DPPH, FRAP y 

SA). 30 compuestos fueron identificados incluidos: 3 ácidos grasos, 6 compuestos 

fenólicos, 6 flavonas y 5 flavanonas. Estos compuestos fueron determinados mediante 

HPLC-PDA-ESI-MS (Simirgiotis et al., 2015). 

 

Figura 5. Estructuras de compuestos detectados en Nolana leptophylla, N. aplocaryoides y N. ramosissima, recolectadas 

en valle de Paposo, II región de Chile. 
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En el 2020 Cifuentes y colaboradores a partir de la planta N. ramosissima recolectada en el 

Valle de Paposo (II Región) lograron aislar cinco flavonoides del extracto metanólico 

utilizando cromatografía de contracorriente (HPCC) y detectados por UHPLC-Orbitrap-

HESI-MS, (Cifuentes et al., 2020). El extracto metanólico mostró efecto relajante en ratas 

aorta independiente del endotelio. También fue posible identificar 61 compuestos en la 

infusión, principalmente flavonoides glicosilados, flavanonas y algunas oxilipinas 

(Simirgiotis et al., 2015). 

 

Figura 6. Estructuras de flavonoides aislados del extracto metanólico de N. ramosissima, recolectadas en valle de Paposo, 

II región de Chile. 

 

3.3.2. Zygophyllaceae 

Los compuestos fenólicos que incluyen flavonoides metilados y lignanos han sido aislados 

en esta familia. También se han aislado esteroles y triterpenos, incluyendo saponinas. La 

familia también produce alcaloides quinazolínicos y mucilagos (Sheahan, 2007). 
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En 2015 Jeong y colaboradores reportaron el aislamiento de cuatro nuevas Isoguaiacinas 

(lignanos tipo arilnaftaleno) de Larrea nítida, recolectada en Jarilla, Coquimbo (IV Región) 

en 2007, mediante un estudio bioguiado de la actividad estrogénica del extracto. Todos los 

compuestos presentaron una alta afinidad por el receptor humano de estrógeno, debido a 

que sus estructuras químicas se asemejan al 17β-estradiol y pueden actuar como 

moduladores selectivos del receptor de estrógeno (SERM) (Jeong et al., 2015).   

 

Figura 7. Estructuras de isoguaiacinas aisladas de L. nitida, recolectadas en Jarilla, Chile. 

 

3.3.3. Krameriaceae 

Taninos y flavonoides tipo catequina, lignanos y neolignanos han sido aislados de plantas 

pertenecientes a esta familia (Ortiz et al., 2019). 

 

En 2019 Ortiz y colaboradores reportaron un estudio bioguiado para la identificación de 

compuestos bioactivos: triterpenos y neolignanos, de plantas medicinales de la Comunidad 

de Atacama, incluida Krameria lappacea, recolectada en Ollagüe. En este estudio se 

observó que el extracto acetato de etilo de las raíces de K. lappacea, presentó una potente 

actividad antimicrobiana contra 33 cepas de bacterias Gram positivas, de las especies 

Streptococcus y Enterococcus. Mientras que el extracto metanólico presentó una moderada 

actividad contra estas bacterias. A partir del extracto de acetato de etilo se logró aislar el 

compuesto mayoritario conocido como conocarpano (Ortiz et al., 2019).   
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Figura 8. Estructura del neolignano aislado de K. lappacea, recolectada en Ollagüe, Chile. 

3.3.4. Apocynaceae 

La familia Apocynaceae ha sido muy estudiada, un gran número de métodos 

espectroscópicos y cromatográficos han permitido el aislamiento y la elucidación 

estructural de alcaloides, flavonoides, terpenos, glicósidos, esteroles, compuestos fenólicos, 

lignanos, ácidos grasos, ésteres, vitaminas y glicoproteínas (Bhadane et al., 2018). 

Djerassi y colaboradores en 1962 reportaron el aislamiento de un nuevo alcaloide 

monoterpénico, conocido como esquitantina, a partir de Skytanthus acutus (Djerassi et al., 

1962), el cual simultáneamente se estudiaba en Roma por Casinovi, Garbarino y Marini-

Bettolo, obteniéndose como una mezcla de estereoisómeros:  α, β y δ-esquitantina. Por otro 

lado, Appel y Müller en el mismo año, aislaron a partir de una fracción no volátil derivados 

oxigenados de esquitantina: 4 y 7-hidroxiesquitantina (Adolphen et al., 1967). 

 

 

Figura 9. Estructuras de alcaloides monoterpénico aislados de S. acutus, recolectados en Chile. 
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4 Planteamiento del problema  

Conociendo que las plantas pertenecientes a las familias Solanaceae, Zygophyllaceae, 

Krameriaceae y Apocynaceae, producen metabolitos secundarios con núcleos químicos 

diversos con promisorias actividades biológicas, en esta tesis se propone realizar un estudio 

bioguiado de las especies de plantas extremófilas: Nolana albescens, Krameria cistoidea, 

Skytanthus acutus y Pintoa chilensis, cuyas características químicas en su mayoría se 

desconocen. 

4.1 Hipótesis 

Las plantas nativas Skytanthus acutus, Krameria cistoidea, Nolana albescens y Pintoa 

chilensis obtenidas en el desierto de Atacama, poseen metabolitos secundarios activos y 

presentarán actividad antimicrobiana, citotóxica y antioxidante. 

4.2 Objetivo General 

Realizar un estudio fitoquímico bioguiado de las plantas nativas Skytanthus acutus, 

Krameria cistoidea, Nolana albescens y Pintoa chilensis para aislar y caracterizar aquellos 

metabolitos secundarios responsables de la actividad antimicrobiana, citotóxica y 

antioxidante. 

4.2.1 Objetivos específicos 

4.2.1.1. Obtener extractos etanólicos de las plantas N. albescens, K. cistoidea, S. acutus, P. 

chilensis para estudiar sus propiedades biológicas. 

4.2.1.2. Realizar un estudio bioguiado de los diferentes extractos frente a sus actividades 

antimicrobiana, citotóxica y antioxidante para seleccionar las especies que poseen la 

actividad biológica más interesante. 

4.2.1.3. Realizar un estudio bioguiado de las diferentes fracciones de las especies 

seleccionadas en el objetivo específico 2, a fin de seleccionar las fracciones bioactivas, que 

poseen los metabolitos responsables de la actividad biológica exhibida. 

4.2.1.4. Purificar y caracterizar los metabolitos secundarios de las fracciones seleccionadas 

en el objetivo específico 3 a través de diversas técnicas cromatográficas y espectroscópicas 

con el fin de obtener la identidad química de los responsables de la actividad. 

4.2.1.5. Evaluar la actividad antimicrobiana, citotóxica y antioxidante de los compuestos 

aislados de acuerdo con los resultados de los estudios bioguiados. 
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5.  Metodología 

5.1. Sección Química 

5.1.1. Solventes, reactivos y equipos 

En la preparación de los extractos etanólicos se utilizaron los siguientes solventes: Agua 

(H2O) destilada y etanol (EtOH) grado técnico destilado, en una mezcla EtOH:H2O (7:3). 

El fraccionamiento líquido-líquido de los extractos etanólicos fue realizado utilizando los 

siguientes solventes: Agua destilada y etanol en una mezcla (9:1), hexano, diclorometano 

(DCM) y acetato de etilo (AcOEt) de grado técnico destilados.  

En cromatografía de capa fina (TLC) se utilizaron placas cromatográficas de sílica gel 60 

F254 de aluminio, tamaño 20x20 cm (Merck). Los cromatogramas fueron revelados con un 

revelador universal: acido sulfúrico concentrado al 10% en agua y acido fosfomolíbdico en 

etanol (10%). También algunos se analizaron bajo lámpara UV a 254 nm. 

En cromatografía de columna (CC), la fase estacionaria utilizada fue sílica gel 60 (Merck). 

También se realizaron separaciones en Sephadex LH-20 (Merck). En las separaciones 

desarrolladas con el sistema de purificación flash Gilson, se utilizaron cartuchos de sílica 

gel (80 g, 40 – 63 µm, 60 Å, Silicycle, Quebec, Canadá). Las fases móviles fueron 

preparadas mezclando solventes con grado técnico destilados en polaridad crecientes 

(hexano y AcOEt). 

En cromatografía en fase reversa (RP-18), se utilizó sílica gel RP-18 (40-63 µM) (Merck). 

Las fases móviles fueron preparadas usando solventes polares: metanol (MeOH) y 

acetonitrilo (MeCN) grados HPLC y agua desionizada.   

Para determinar el contenido de fenoles totales se utilizó agua destilada, etanol absoluto, 

reactivo Folin-Ciocalteau, acido gálico y carbonato de sodio (Na2CO3) y el contenido de 

Flavonoides Totales fue evaluado utilizando agua destilada, etanol absoluto, cloruro de 

aluminio (AlCl3) y quercetina. 

5.1.2. Recolección del material vegetal 

Se recolectaron cuatro especies de plantas endémicas del Norte de Chile de diferentes familias: 

Apocynaceae, Krameriaceae, Zygophyllaceae y Solanaceae.  

 

Skytanthus acutus Meyen fue recolectada en la localidad de Chañar Quemado, Provincia de 

Copiapó en la Región de Atacama (27º 22´ 27,03´´ y 70º50´48,09´´), por la Srta. Nicol López 

durante el mes de noviembre del 2020 e identificada por la Dra. Gloria Rojas Villegas, 

depositado con número de voucher Nº 170533 en el Museo de Historia Natural de Santiago de 

Chile. 
 

Krameria cistoidea Hook & Arn. fue recolectada en el Vivero Biorestauración Consultores, 

Provincia de Copiapó en la Región de Atacama (27º 31´ 35,55´´ y 70º15´57,35´´), por el Ing. 
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Javier Pardo Baeza durante el mes de noviembre del 2020 e identificada por la Dra. Gloria 

Rojas Villegas, depositado con número de voucher Nº 170531 en el Museo de Historia Natural 

de Santiago de Chile. 

 
Pintoa chilensis Gay fue recolectada en el Vivero Biorestauración Consultores, Provincia de 

Copiapó en la Región de Atacama (27º 31´ 35,55´´ y 70º15´57,35´´), por el Ing. Javier Pardo 

Baeza durante el mes de noviembre del 2020 e identificada por la Dra. Gloria Rojas Villegas, 

depositado con número de voucher Nº 170532 en el Museo de Historia Natural de Santiago de 

Chile. 

 

Nolana albescens (Phil.) I.M. Johnst fue recolectada en la localidad de Paipote, Provincia de 

Copiapó en la Región de Atacama (27º 25´ 15,90´´ y 70º15´59,78´´), por el Ing. Javier Pardo 

Baeza López durante el mes de noviembre del 2020 e identificada por la Dra. Gloria Rojas 

Villegas, depositado con número de voucher Nº 170530 en el Museo de Historia Natural de 

Santiago de Chile. 

5.1.3. Preparación del extracto etanólico 

Las partes aéreas de las especies S. acutus, K. cistoidea, P. chilensis y N. albescens, así 

como los frutos de las especies K. cistoidea y P. chilensis, fueron seleccionados y puestos a 

secar en una estufa a 30°C por 96 horas. Posteriormente el material vegetal seco fue 

pulverizado, a través de un molino industrial para luego ser pesado. Inmediatamente, el 

material pulverizado fue puesto en contacto con una mezcla Etanol-Agua (7:3) y puesto a 

macerar en un shaker incubador a una temperatura entre 25 – 30°C y una velocidad 

controlada de 150 rpm, durante 96 horas. Una vez culminada la maceración se procedió a 

realizar una extracción exhaustiva por medio de un sonicador durante 1 hora a una 

temperatura de 45°C. Seguidamente la mezcla fue filtrada y el solvente eliminado a presión 

reducida obteniendo finalmente los extractos etanólicos de cada una de las plantas. 

5.1.4. Fraccionamiento líquido-líquido del extracto etanólico 

Los extractos etanólicos obtenidos fueron resupendidos en una mezcla de agua-etanol (9:1) 

para luego ser particionados en solventes de diferentes polaridades. Comenzando con 

hexano (apolar), seguido por diclorometano (apolar), acetato de etilo (medianamente polar), 

obteniéndose fracciones de diferentes polaridades (FH, FD, FA), así como la fracción 

residual de agua (FQ). 

5.1.5. Contenido de Fenoles Totales 

El contenido de fenoles totales de los extractos etanólicos y fracciones fue determinado 

mediante el método Folin-Ciocalteu utilizado por Jara y colaboradores (Singleton et al., 

1999) y utilizando como referencia ácido gálico para la elaboración de la curva de 

calibración. El extracto (500 µL) fue mezclado con 2.5 mL del reactivo Folin-Ciocalteu 

(diluido 1:10 con agua destilada) y neutralizado con 2 mL de solución de carbonato de 

sodio (7.6% m/v). la mezcla de reacción fue puesta en la oscuridad a temperatura ambiente 

durante 2 horas. La absorbancia fue medida usando un espectrofotómetro de UV-Visible 

(UV Analyst-CT 8200) a 700 nm. 
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5.1.6. Contenido de Flavonoides Totales 

El contenido de flavonoides totales de los extractos etanólicos y fracciones fue determinado 

utilizando el procedimiento reportado por Madaan (Madaan et al., 2011). La quercetina fue 

utilizada como referencia para la construcción de la curva de calibración. El extracto (1 

mL) fue mezclado con 1 mL de cloruro de aluminio al 2%. La mezcla fue puesta a incubar 

por 15 minutos a temperatura ambiente hasta completar la reacción. La absorbancia de la 

mezcla de reacción fue medida usando un espectrómetro de UV-Vis (UV Analyst-CT 8200) 

a 430 nm. 

5.1.7. Purificación de las fracciones bioactivas 

La purificación de las distintas fracciones se realizó mediante técnicas analíticas: 

cromatografía en capa fina (CCF), cromatografía en columna (CC), cromatografía líquida 

de alta eficiencia (HPLC) con detector DAD marca Agilent 2 También se utilizó un equipo 

de cromatografía liquida preparativa PLC-2250 marca Gilson, utilizando diferentes fases 

estacionarias: Sephadex LH-20, gel de sílice, fase inversa C18 y C8, hasta la obtención de 

los metabolitos secundarios puros. Las técnicas y las fases móviles que se emplearon fueron 

utilizadas de acuerdo con el comportamiento cromatográfico de los compuestos a aislar y la 

estrategia será diferente en cada caso en particular.  

5.1.8. Caracterización de los metabolitos secundarios 

Para la elucidación estructural de los compuestos aislados se emplearon principalmente 

métodos espectroscópicos. En particular RMN de 1D (1H, 13C, DEPT) y 2D (COSY, 

HSQC, HMBC), 1D TOCSY y 1D NOESY selectivo, utilizando un equipo Bruker de 400 

MHz del Departamento de Química de la Universidad Técnica Federico Santa María y un 

equipo Bruker de 600 MHz del Instituto Bioorgánico “Dr. Antonio González” de La 

Universidad de La Laguna, Tenerife, España. Espectrometría de masas realizado en un 

espectrómetro de Masas MALDI-TOF con movilidad iónica SYNAPT XS de Waters del 

Instituto de Productos Naturales y Agrobiología (IPNA-CSIC), Tenerife, España. Para el 

análisis IR se empleó un espectrómetro Perkin Elmer modelo Spectrum BX FT-IR del 

Instituto de Productos Naturales y Agrobiología (IPNA-CSIC), Tenerife, España. La 

Rotación óptica de uno de los compuestos fue medida en un polarímetro Anton Paar del 

Instituto Bioorgánico “Dr. Antonio González” de La Universidad de La Laguna, Tenerife, 

España.   

5.2. Sección biológica 

5.2.1. Materiales 

La actividad antioxidante fue evaluada utilizando etanol absoluto, agua destilada, ABTS 

(acido 2,2´-azinobis-(3-etilbenzotiazolin-6-sulfónico), AAPH (2,2´-azobis(2-

amidinopropano) dihidrocloruro), buffer fosfato salino, TROLOX® (Ácido 6-hidroxi-

2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico, ácido galico, BHT (Butil hidroxitolueno), DPPH. 

(2,2´-dinitrofenil-1-picrilhidracil), buffer acetato, FeCl3, TPTZ (2,4,6-tri(2-piridil)-s-

triacina). La medida de la absorbancia se realizó en un espectrómetro de UV-Vis (UV 

Analyst-CT 8200), estos ensayos se realizaron en el Laboratorio de Bioensayos, Biología 
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Celular del Cáncer, Centro de Investigaciones Biomédicas (CIB), Facultad de Medicina, 

Universidad de Valparaíso (UV). 

La actividad citotóxica fue realizada utilizando las líneas celulares MCF-7, HT-29 y MCF-

10, medio de cultivo DMEM/Ham´s F-12 1:1 (v/v), suero fetal bovino, placas de 

multipocillos, dióxido de carbono (CO2), sulforrodamina B (SRB), ácido tricloroacético al 

50%, agua destilada, ácido acético al 1%, base Tris sin tamponar, lector de placa de 

fluorescencia (540 nm), Rodamina-123, PBS, centrifugadora, BODIPY-C11, DCFH2-DA 

(2,7-dicloro-dihidro-fluoresceina acetato), El marcador CaspACE FITC-VAD-FMK, y un 

Citómetro de Flujo, estos ensayos se realizaron en el Laboratorio de Bioensayos, Biología 

Celular del Cáncer, Centro de Investigaciones Biomédicas (CIB), Facultad de Medicina, 

Universidad de Valparaíso (UV). 

La actividad antimicrobiana fue estudiada utilizando tres cepas de bacterias: Escherichia 

coli, Staphylococcus aureus y Pseudomonas aeruginosa, medio de cultivo TSB, placas 

multipocillos (96 pocillos), buffer de lavado (PBS 1X más 1%TSB y agua estéril), etanol 

absoluto y agua destilada. Estos ensayos se realizaron en el Instituto de Ciencias Aplicadas, 

Facultad de Ingeniería, Universidad Autónoma de Chile (UA). 

5.2.2. Capacidad antioxidante total - TRAP 

Este método se basa en la capacidad de algunos antioxidantes en secuestrar un electrón 

desapareado del radical blanco. Utilizando un radical estable: ABTS (acido 2,2´-azinobis-

(3-etilbenzotiazolin-6-sulfónico) (Apak et al., 2013). La técnica consiste en preparar una 

solución 10mM de AAPH (2,2´-azobis(2-amidinopropano) dihidrocloruro) y mezclarla con 

una solución de 150 µM de ABTS, en un buffer fosfato salino 100 mM (pH 7,4). La mezcla 

es puesta a incubar a 45°C durante 30 minutos, resultando en la formación del radical 

ABTS. y se determinó la absorbancia en una cinética de 50 segundos a 734 nm. A partir de 

las absorbancias registradas para cada extracto, se obtuvo el porcentaje de inhibición del 

radical (IR). Luego los datos se extrapolaron en una curva de TROLOX® (Ácido 6-hidroxi-

2, 5, 7, 8-tetrametilcroman-2-carboxilico, antioxidante sintético mimético de la vitamina E) 

y se expresaron en milimol de capacidad antioxidante de equivalentes TROLOX® (TEAC 

mM). Los resultados TEAC obtenidos, fueron comparados con dos potentes antioxidantes 

puros: ácido gálico y BHT (Butil hidroxitolueno). 

5.2.3. Ensayo de actividad secuestradora del radical DPPH. 

Este método e sutilizado para medir la capacidad reductora de algunos antioxidantes frente 

al radical DPPH. (2,2´-dinitrofenil-1-picrilhidracil), un radical estable en solución etanólica 

(Brand-Williams et al., 1995). Se mezclan 100 µL de extracto con 2,9 mL de una solución 

de DPPH. 50 µM en etanol. Luego, la mezcla es puesta en agitación en vórtex y se incuba 

durante 15 minutos a temperatura ambiente y posteriormente se midió la absorbancia a 517 

nm. Este procedimiento se realizó para cada extracto en tres concentraciones: 1, 5 y 10 

mg/mL. Una vez determinada la absorbancia de las tres concentraciones se determinó el 

porcentaje de secuestro del radical DPPH. (RSA%). Con este porcentaje y la concentración 

de los extractos se obtuvo el IC50, que representa la concentración a la que el 50% del 

radical es neutralizado. Estos IC50 son comparados con dos antioxidantes de referencia: 

TROLOX® y BHT. 
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5.2.4. Poder antioxidante reductor del Hierro - FRAP 

Este es un método colorimétrico que se utiliza para determinar el poder reductor del ión 

férrico a ion ferroso de una muestra determinada. Se preparó una solución FRAP, que 

contiene 10 volúmenes de buffer acetato 300 mM, 1 volumen de FeCl3 20 mM y 1 volumen 

de TPTZ 10 mM (2,4,6-tri(2-piridil)-s-triacina). Luego, se tomó 100 µL de extracto (1 

mg/mL) y se mezcló con 300 µL de la solución FRAP, agitando por 15 segundos. Después, 

la mezcla fue incubada 30 minutos a 37°C en baño termorregulado. Finalmente se mide la 

TROLOX® y expresados como TEAC (mM) (Singleton et al., 1999). 

5.2.5. Cultivo celular para determinar la actividad citotóxica 

Para la determinación de la actividad citotóxica se emplearon dos líneas celulares humanas 

de cáncer: una línea de cáncer de mama MCF-7 (Adenocarcinoma humano de glándula 

mamaria) y una línea de cáncer de colon HT-29 (Adenocarcinoma humano colorrectal). 

Además, se usó una línea de control normal no cancerígena: MCF-10A (Célula epitelial 

mamaria). Todas las líneas celulares fueron obtenidas desde la American Type Culture 

Collection (ATCC) (Rockville, Maryland, USA). Las líneas celulares fueron cultivadas en 

medio DMEM/Ham´s F-12 1:1 (v/v), complementado con 10% de suero fetal bovino. 

Antes de cada tratamiento, las células fueron sembradas en placas de multipocillos a 37ºC 

en un incubador con atmósfera de dióxido de carbono (CO2) al 5% con 95% de humedad 

(Mellado et al., 2019).  

5.2.6. Ensayo de citotoxicidad de la sulforodamina B 

El ensayo de sulforrodamina B (SRB) es un método que permite medir citotoxicidad a 

través de la densidad celular, de acuerdo con la metodología reportada por Vichai y 

Kirtikara (Vichai and Kirtikara, 2006). Los extractos fueron solubilizados antes del 

experimento en etanol al 1%. Las células fueron sembradas a una densidad de 3x103 

células/pocillo en placas de 96 pocillos en un volumen de 200 µL. Las células fueron 

incubadas a 37ºC en un incubador con atmósfera de dióxido de carbono (CO2) al 5% con 

95% de humedad y se trataron con los extractos a diferentes concentraciones (0, 25, 50, 100 

y 200 μg/mL) durante 72 horas. Las células que recibieron solo el medio que contenía 

etanol al 1% fueron empleadas como grupo de control. Finalizada la exposición de las 

células con los extractos, las mismas se fijaron con ácido tricloroacético al 50% a 4ºC. 

Después de lavar con agua, las células se tiñeron con sulforrodamina B al 0,1% (Sigma-

Aldrich, St. Louis, MO, USA) y seguidamente se disolvieron en ácido acético al 1% (50 

μL/pocillo) durante 30 minutos y posteriormente, se lavaron con ácido acético al 1%, para 

eliminar la mancha suelta. La tinción unida a proteína se solubilizó con 100 μL de base Tris 

sin tamponar (10mM) y la densidad celular se determinó usando un lector de placa de 

fluorescencia (540 nm). Los valores mostrados como promedios ± Desviación estándar de 

tres experimentos independientes por triplicado. El software SigmaPlot 11.0 fue utilizado 

para calcular los valores de IC50. 

5.2.7. Determinación de la permeabilidad de la membrana mitocondrial por citometría de 

flujo 

Para este ensayo se empleó Rodamina-123, una sonda catiónica sensible al voltaje que se 

acumula de forma reversible en las mitocondrias, para detectar cambios en el potencial de 

la membrana mitocondrial. Las células se incubaron con extractos etanólicos (50, 100 y 200 
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mg/mL) durante 48 horas, y posteriormente se tiñeron con rodamina-123 (1 μM) y se 

incubaron a 37ºC en oscuridad durante 1 hora. Luego, se eliminó el medio de cultivo y las 

células se lavaron dos veces con PBS. Posteriormente las células fueron tripsinizadas y 

recolectadas por centrifugación (10 minutos a 1500 rpm). Se descartó el sobrenadante y los 

sedimentos de células se resuspendieron en PBS y se analizaron por citometría de flujo 

utilizando el filtro FL1. Los resultados fueron expresados como el porcentaje de células 

teñidas con rodamina-123 (Taborga et al., 2016). 

5.2.8. Determinación de lipoperoxidación por citometría de flujo 

Para este ensayo se empleó BODIPY-C11 como marcador para detectar ROS en células y 

membranas, la oxidación de la porción del butadienil polliinsaturada del colorante provoca 

un cambio en el pico de emisión de fluorescencia. Las células se incubaron con extractos 

etanólicos (50, 100 y 200 mg/mL) durante 48 horas, y posteriormente se tiñeron con 

BODIPY-C11 (2 μM) y se incubaron a 37ºC en oscuridad durante 30 minutos. Luego, se 

eliminó el medio de cultivo y las células se lavaron dos veces con PBS. Posteriormente las 

células fueron tripsinizadas y recolectadas por centrifugación (10 minutos a 1500 rpm). Se 

descartó el sobrenadante y los sedimentos de células se resuspendieron en PBS y se 

analizaron por citometría de flujo utilizando el filtro FL1. Los resultados fueron expresados 

como el porcentaje de células teñidas con BODIPY-C11 (Montenegro et al., 2020). 

5.2.9. Determinación de ROS por citometría de flujo 

DCFH2-DA (2,7-dicloro-dihidro-fluoresceina acetato) es la sonda más común y sensible 

para detectar ROS intracelular. Las células se incubaron con extractos etanólicos (50, 100 y 

200 mg/mL) durante 48 horas, y posteriormente se tiñeron con DCFH2-DA (1 mM) y se 

incubaron a 37ºC en oscuridad durante 1 hora. Luego, se eliminó el medio de cultivo y las 

células se lavaron dos veces con PBS. Posteriormente las células fueron tripsinizadas y 

recolectadas por centrifugación (10 minutos a 1500 rpm). Se descartó el sobrenadante y los 

sedimentos de células se resuspendieron en PBS y se analizaron por citometría de flujo 

utilizando el filtro FL1. Los resultados fueron expresados como el porcentaje de células 

teñidas con DCFH2-DA (Montenegro et al., 2020). 

5.2.10. Determinación de Caspasas activas por citometría de flujo 

La actividad de las caspasas se determinó utilizando un inhibidor fluorescente de caspasas 

marcado con isotiacianato de fluoresceína, FITC-VAD-FMK. El marcador CaspACE 

FITC-VAD-FMK fue obtenido por Promega Las células se incubaron con extractos 

etanólicos (50, 100 y 200 mg/mL) durante 48 horas, y posteriormente se tiñeron con El 

marcador CaspACE FITC-VAD-FMK (5 mM) y se incubaron a 37ºC en oscuridad durante 

30 minutos. Luego, se eliminó el medio de cultivo y las células se lavaron dos veces con 

PBS. Posteriormente las células fueron tripsinizadas y recolectadas por centrifugación (10 

minutos a 1500 rpm). Se descartó el sobrenadante y los sedimentos de células se 

resuspendieron en PBS y se analizaron por citometría de flujo utilizando el filtro FL1. Los 

resultados fueron expresados como el porcentaje de células teñidas con CaspACE FITC-

VAD-FMK (Taborga et al., 2016). 
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5.2.11. Determinación de la actividad antiproliferativa 

Los extractos etanólicos secos ponderados se disolvieron en dimetilsulfóxido para preparar 

una solución madre de 50 mg/mL, a fin de evaluar la actividad antiproliferativa contra las 

líneas celulares de cáncer A549 y SW1573 (pulmón no microcítico), HBL-100 y T-47D 

(mama), HeLa (cuello uterino) y WiDr (colon). Los ensayos se realizaron en placas de 96 

pocillos utilizando el ensayo de la Sulforrodamina B (Puerta et al., 2022) con las siguientes 

especificaciones, Las densidades de siembra celular fueron de 2500 células/pocillo para 

A549, HBL-100, HeLa y SW1573, y de 5000 células/pocillo para T47D y WiDr. Los 

tiempos de incubación fueron de 48 h. La densidad óptica de cada pocillo se midió a 530 

(primaria) y 620 (secundaria) nm. La actividad antiproliferativa se expresó como la 

inhibición del crecimiento del 50% de las células (GI50) y se calculó según las fórmulas del 

Instituto Nacional del Cáncer (NCI) (Monk et al., 2020) Estos ensayos se realizaron en 

BioLab, Instituto Universitario de Bio-Orgánica “Dr. Antonio González”, Universidad de 

La Laguna, Tenerife, España.  

5.2.12. Determinación de la actividad antimicrobiana 

Para obtener la actividad antimicrobiana se determinará la concentración mínima inhibitoria 

(MIC) de los extractos y fracciones. Las bacterias utilizadas fueron: Escherichia coli, 

Staphylococcus aureus y Pseudomonas aeruginosa. Inicialmente se realizó un cultivo ON 

de las bacterias en medio de cultivo TSB a 37ºC y agitación. Seguidamente se realizó una 

dilución del cultivo bacteriano en TSB hasta alcanzar la fase exponencial a 37ºC y 

agitación. Durante la incubación bacteriana se prepararon placas multipocillos (96 pocillos) 

con las fracciones y extractos a estudiar (prepararon stock previamente a una concentración 

definida): Se agregaron 50 µL de medio TSB a la placa desde la columna 2-11. En la 

columna 12 se agregó el doble del volumen, el cual representó el control de la técnica. 

Luego se adicionaron 100 µL del extracto en la columna 1 y se realizaron diluciones 

seriadas desde la columna 1 hasta la columna 10 y se eliminó 50 µL de la columna 10. Una 

vez que el cultivo bacteriano alcanzó su fase exponencial (OD = 0,3 – 0,7; OD a 600nm), 

se tomó 1 mL de la solución de bacteria en fase exponencial y se lavó 2 veces con buffer de 

lavado (PBS 1X más 1%TSB y agua estéril), se resuspendió y se volvió a medir OD. 

Seguido de esto se ajustó la concentración de la suspensión de bacterias para obtener 2x105 

ufc/mL en medio TSB. Luego se agregó 50 µL de la suspensión bacteriana a la placa de 96 

pocillos desde la columna 1 a la columna 11. Se colocó a incubar entre 12 – 16 horas a 

37ºC. Finalmente se observaron los resultados y las concentraciones mínima inhibitoria 

(MIC) se anotaron. Esta concentración se define como la concentración de antimicrobiano 

que inhibió el crecimiento visible de la bacteria. Después de la determinación de la MIC, se 

sembraron alícuotas de 10 µL de todos los pocillos que no mostraron crecimiento 

bacteriano visible, en placas de agar TSB y se incubaron durante 24 horas a 37ºC, por 

duplicado para determinar la concentración bactericida mínima (CBM). 

5.3. Análisis estadístico 

Los datos obtenidos fueron sometidos a pruebas de distribución para definir si 

correspondían a datos paramétricos o no paramétricos. En el caso de ser paramétricos, se 

realizó ANOVA one way y en el caso de ser no paramétricos, se realizó ANOVA Kruskal-

Wallis. Se utilizó un nivel de significancia de valor de p de 0,05. Todos los análisis 
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estadísticos se realizaron con el software Statistica 7.0. Los datos se presentaron como 

promedios ± desviación estándar en tablas y figuras. 
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6. Resultados y Discusión 

Los resultados obtenidos en esta Tesis Doctoral se discutirán de acuerdo con los objetivos 

específicos planteados. 

6.1. Objetivo específico 1 

Obtener extractos etanólicos de las plantas N. albescens, K. cistoidea, S. acutus, P. chilensis 

para estudiar sus propiedades biológicas. 

6.1.1. Recolección del Material vegetal 

Se recolectaron 4 especies de plantas endémicas del Norte de Chile: Skytanthus acutus, Pintoa 

chilensis, Krameria cistoidea y Nolana albescens (Figura 11). Todas fueron recolectadas en 

noviembre de 2020 en la provincia de Copiapó, Región de Atacama, Chile (Figura 10). 

 

 

Figura 10. Región de recolección de las plantas: S. acutus, P. chilensis, K. cistoidea y N. albescens, en la provincia de 

Copiapó, Región de Atacama, Chile. 

 

Figura 11. Material vegetal recolectado en la provincia de Copiapó, Región de Atacama, Chile. 

La identificación taxonómica fue desarrollada por la Botánica Dra. Gloria Rojas Villegas, 

Investigadora botánica del Herbario de Santiago de Chile, perteneciente al Museo Nacional 

de Historia Natural. En la Tabla 1 se encuentra la información del testigo del herbario para 

cada especie de planta. 
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Tabla 1. Información de testigo del herbario de las plantas: S. acutus, P. chilensis, K. cistoidea y N. albescens, en la 

provincia de Copiapó, Región de Atacama, Chile. 

 

Familia  

 

Género 

Lugar de recolección Fecha de 

recolección 

Coordenadas 

del lugar de 

Recolección 

N° de 

Registro 

del 

Herbario 

 

 

 

 

 

Solanaceae 

Nolana albescens 

(Phil.) I.M. Johnst. 

 

 

 

 

 

Sector de Paipote 

Provincia de Copiapó 

Región de Atacama 

460 m n.s.m 

 

 

 

 

 

 

14-11-2020 

 

 

 

 

 

27°31´15,90´´ 

70°15´59,78´´ 

 

 

 

 

 

170530 

 

 

 

 

 

 

Krameriaceae 

Krameria cistoidea 

Hook. & Arn. 

 

 

 

 

 

 

Biorestauración 

consultores 

Provincia de Copiapó 

Región de Atacama 

548 m n.s.m 

 

 

 

 

 

 

 

15-11-2020 

 

 

 

 

 

 

27°31´35,55´´ 

70°15´57,35´´ 

 

 

 

 

 

 

170531 

 

 

 

 

 

Zygophyllaceae 

Pintoa chilensis 

Gay 

 

 

 

 

 

Biorestauración 

consultores 

Provincia de Copiapó 

Región de Atacama 

548 m n.s.m 

 

 

 

 

 

 

 

15-11-2020 

 

 

 

 

 

 

27°31´35,55´´  

70°15´57,35´´ 

 

 

 

 

 

 

170532 

 

 

 

 

Apocynaceae 

Skytanthus acutus 

Meyen 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Sector de Chañar 

Quemado 

Provincia de Copiapó 

Región de Atacama 

662 m n.s.m 

 

 

 

 

 

15-11-2020 

 

 

 

 

27°22´27,03´´ 

70°50´48,09´´ 

 

 

 

 

170533 
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6.1.2. Obtención de los extractos etanólicos del material vegetal recolectado 

La Tabla 2 muestra los rendimientos obtenidos para cada uno de los extractos de las cuatro 

plantas estudiadas. El uso de dos técnicas de extracción: maceración y extracción asistida 

por sonicación, permitió la obtención de mejores rendimientos de extracción en 

comparación con los rendimientos de extracción reportados previamente para plantas 

pertenecientes a la misma familia (Soxhlet, maceración, hidrodestilación) (Akihisa et al., 

2012; Rashid et al., 2013; Ziane et al., 2021). 

 

Tabla 2. Porcentaje de rendimiento de los extractos etanólicos de las plantas S. acutus, P. chilensis, K. cistoidea y N. 

albescens. 

Planta Masa Inicial (g) Masa Final (g) % de rendimiento 

K. cistoidea (Pa) 50,20 22,39 44,70 

K. cistoidea (f) 50,58 10,26 20,28 

N. albescens (Pa) 50,27 21,62 43,00 

P. chilensis (Pa) 50,07 21,92 43,80 

P. chilensis (f) 50,08 15,25 30,45 

S. acutus (Pa) 50,22 20,32 40,50 
                                  Pa: Parteas aéreas, f: frutos 
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6.2. Objetivo específico 2 

Realizar un estudio bioguiado de los diferentes extractos frente a sus actividades 

antimicrobiana, citotóxica y antioxidante para seleccionar las especies que poseen la 

actividad biológica más interesante. 

6.2.1. Actividad antioxidante de los extractos etanólicos 

6.2.1.1. Contenido de fenoles totales 

El contenido de polifenoles por espectrofotometría se puede obtener mediante la reacción 

del reactivo de Folin & Ciocalteau en un medio alcalino. Los resultados se muestran en la 

Tabla 3, en ella se observa que el extracto etanólico de K. cistoidea (Pa) presentó el mayor 

contenido de compuestos fenólicos (84,96 ± 0,58). Los extractos etanólicos de P. chilensis 

(Pa) y P. chilensis (f), le siguen sin diferencias significativas entre ellos (p<0,05). 

Seguidamente los extractos etanólicos de K. cistoidea (f) y S. acutus sin diferencias 

significativas entre ellos (p<0,05). Mientras que el extracto etanólico de N. albescens (Pa) 

mostró el menor contenido de compuestos fenólicos (3,65 ± 0,15).  

6.2.1.2. Contenido de flavonoides totales 

La determinación del contenido de flavonoides totales por espectrofotometría es posible a 

través de la reacción de este tipo de compuestos con AlCl3, formando un quelato coloreado. 

Los resultados se muestran en la Tabla 3. En este caso, el extracto etanólico de P. chilensis 

(f) presentó el mayor contenido de flavonoides totales (19,43 ± 0,25). Los extractos 

etanólicos de P. chilensis (Pa) y K. cistoidea (Pa), le siguen sin diferencias significativas 

entre ellos (p<0,05). Seguidamente los extractos etanólicos de K. cistoidea (f) y S. acutus 

sin diferencias significativas entre ellos (p<0,05). Mientras que el extracto etanólico de N. 

albescens (Pa) mostró el menor contenido de flavonoides (0,67 ± 0,18). 

 

Tabla 3. Contenido de fenoles y flavonoides totales de los extractos etanólicos de las plantas S. acutus, P. chilensis, K. 

cistoidea y N. albescens. 

Extracto etanólico Fenoles totales 

(mg GAE/ g de planta seca) 

Flavonoides totales 

(mg QE/ g de planta seca) 

P. chilensis (Pa) 63,17 ± 3,55a 12,12 ± 0,48a 

P. chilensis (f) 39,77 ± 0,24a 19,43 ± 0,25b 

K. cistoidea (Pa) 84,96 ± 0,58b 12,22 ± 1,60a 

K. cistoidea (f) 19,22 ± 1,19c 8,30 ± 0,72c 

S. acutus (Pa) 23,40 ± 0,20c 4,78 ± 0,25c 

N. albescens (Pa) 15,70 ± 0,15d 1,15 ± 0,18d 

a – d las letras distintas corresponden a diferencias significativas entre los extractos por fitoconstituyentes (p <0,05). Todos los datos están 
expresados en promedios ± D.E. (n=3). (Pa): Partes aéreas, (f): frutos. El contenido de fenoles totales está expresado en mg/L de 

equivalentes de ácido gálico (GAE) por gramo seco, el contenido de flavonoides totales está expresado como mg/L de equivalentes de 
quercetina (QE). 
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Los compuestos fenólicos son esenciales debido a sus importantes propiedades 

farmacológicas, incluyendo actividad anticancerígena (Gueboudji et al., 2022; Rahman et 

al., 2021). Se sabe que estos compuestos inhiben o interfieren en el proceso de iniciación y 

proliferación de células cancerígenas en animales in vivo e in vitro. El mecanismo celular 

por el cual actúan estos compuestos es multifacético e incluye la regulación de las 

interacciones del receptor del factor de crecimiento y las cascadas de señalización celular 

incluida las quinasas y los factores de transcripción, que determinan la expresión de los 

genes implicados en la de detención del complejo ciclo celular de las células cancerígenas, 

supervivencia celular y apoptosis o muerte celular programada. Muchos compuestos 

fenólicos son obtenidos a través de la alimentación, incluyendo la quercetina, epigenina, 

curcumina y el resveratrol, los cuales pueden bloquear el proceso de carcinogénesis 

induciendo la apoptosis. Así mismo, los extractos de plantas son ricos en compuestos 

fenólicos que están asociados con un extenso rango de beneficios fisiológicos y 

terapéuticos (E. Obrenovich et al., 2011). Al comparar los resultados obtenidos en la 

determinación del contenido de fenoles y flavonoides totales de los extractos etanólicos de 

K. cistoidea (Pa) y P. chilensis, los cuales mostraron el mayor contenido de estos 

fitoconstituyentes con otras especies de plantas de las familias Zygophyllaceae y 

Krameriaceae recolectadas en Chile, no hay reportes de la determinación de estos. Sin 

embargo, compuestos fenólicos y lignanos han sido reportados en Porlieria chilensis 

(Torres et al., 1989) y Larrea nítida (Jeong et al., 2017, 2015; Torres et al., 2003). Además, 

estudios in vivo e in vitro han reportado que los flavonoides pueden ser los causantes de 

actividad inmunomodulatoria, antiinflamatoria y anticancerígena (Abotaleb et al., 2018; 

Amawi et al., 2017; Batra and Sharma, 2013; Gürler et al., 2020; Kopustinskiene et al., 

2020). 

6.2.1.3. Capacidad antioxidante total 

La actividad antioxidante de los extractos etanólicos fue evaluada con una serie de pruebas 

in vitro, usando los ensayos DPPH, FRAP y TRAP. Los resultados se muestran en la Tabla 

4. 

El extracto que presenta mayor capacidad antioxidante es el extracto etanólico de K. 

cistoidea (Pa) (TRAP, FRAP y DPPH.), seguido del extracto de P. chilensis (f) (FRAP).  

Estos resultados se correlacionan con el contenido de fenoles totales y flavonoides, ya que 

está demostrado que estos compuestos tienen un importante efecto antioxidante (Huyut et 

al., 2017; Muflihah et al., 2021). Los resultados para la prueba TRAP, los cuales muestran 

el efecto antioxidante mediante el secuestro del radical estable ABTS., indican que el 

extracto etanólico de N. albescens (Pa), mostró valores de 0,02±0,01 mM TEAC, siendo el 

extracto con menor efecto antioxidante, mientras que el extracto etanólico de K. cistoidea 

(Pa) mostró valores de 0,53±0,01 mM TEAC, siendo el extracto que mostró mayor efecto 

antioxidante, además este mostró diferencias significativas con respecto al resto de los 

extractos analizados (p <0,05). En este ensayo ninguno de los extractos presentó mejor 

actividad que los compuestos antioxidantes de referencia (ácido gálico y BHT). El ensayo 

de DPPH. permite evidenciar la capacidad antioxidante total a través del secuestro del 

radical DPPH. y se expresa en concentración mínima inhibitoria media (IC50). Por lo tanto, 

mientras menor es el valor del IC50 mayor es la capacidad antioxidante. En este ensayo 

nuevamente el extracto etanólico de K. cistoidea (Pa), fue el que presentó un valor de IC50 

menor por lo que su capacidad antioxidante es mayor (0,98±0,04) y que a su vez mostró 
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diferencias significativas con respecto al resto de los extractos (p <0,05). Los valores de 

IC50 para este ensayo van desde 0,98±0,04 mg/mL hasta 8,43±0,18 mg/mL mostrado por el 

extracto etanólico de N. albescens. Al igual que el ensayo anterior ninguno de los extractos 

presentó mejor actividad que los compuestos antioxidantes de referencia (Trolox® y BHT). 

Finalmente, a través del ensayo FRAP se evidencia la capacidad antioxidante como la 

habilidad de los compuestos presentes en la muestra de quelar metales, en el caso de este 

ensayo cationes de hierro. En este ensayo nuevamente el extracto etanólico de K. cistoidea 

(Pa), fue el que presentó una mayor capacidad antioxidante (0,00108±0,00003) y el 

extracto etanólico de P. chilensis (f) (0,00107±0,00003), siendo diferentes 

significativamente con respecto al resto de los extractos (p <0,05). Los rangos de valores 

para FRAP van desde el más bajo encontrado en el extracto etanólico de N. albescens 

(0,00044±0,00005) mM TEAC y el valor más alto encontrado en el extracto etanólico de P. 

chilensis (f). Es importante destacar que todos los extractos estudiados mostraron valores 

de FRAP muy por debajo de los valores obtenidos por los compuestos antioxidantes de 

referencia (ácido gálico y BHT). 

 

Tabla 4. Capacidad antioxidante total de los extractos etanólicos de las plantas S. acutus, P. chilensis, K. cistoidea y N. 

albescens, medida a través de los ensayos TRAP, DPPH. y FRAP. 

Extractos etanólicos DPPH. 

(IC50 mg/mL) 

FRAP 

(TEAC mM) 

TRAP 

(TEAC mM) 

P. chilensis (Pa) 1,90±0,12a 0,00087±0,00002a 0,11±0,01a 

P. chilensis (f) 1,71±0,06a 0,00107±0,00003b 0,16±0,01b 

K. cistoidea (Pa) 0,98±0,04b 0,00108±0,00003b 0,53±0,01c 

K. cistoidea (f) 2,12±0,14a 0,00078±0,00003c 0,14±0,02b 

S. acutus (Pa) 5,32±0,13c 0,00063±0,00007d 0,05±0,01d 

N. albescens (Pa) 8,43±0,18d 0,00044±0,00005e 0,02±0,01e 

Trolox 0,11±6,09 N.A N.A 

Acido gálico N.A 1,72±0,02 1,13±0,01 

BHT 0,06±2,31 1,52±0,07 1,06±0,02 
a – e las letras distintas corresponden a diferencias significativas entre los extractos por fitoconstituyentes (p <0,05). Todos los datos están 

expresados en promedios ± D.E. (n=3). (Pa): Partes aéreas, (f): frutos. El secuestro del radical ABTS. (TRAP) está expresado en mM de 

equivalentes de ácido Trolox® (TEAC) por gramo de peso seco, el secuestro del radical DPPH. está expresado en mg/mL por gramo de 
peso seco de concentración inhibitoria media (IC50) y la capacidad reductora de hierro (FRAP) está expresado en mM de equivalente 

Trolox® (TEAC) por gramo de peso seco. BHT = Butilhidroxitolueno. N.A = No aplica. Resaltado en celeste los valores más altos por 
análisis de capacidad antioxidante total. 

Como se mencionó anteriormente, los fenoles presentes en las plantas son potente 

antioxidantes y esta actividad está relacionada con la disminución en el riesgo de 

desarrollar cáncer (Gueboudji et al., 2022; Rahman et al., 2021). De allí la importancia de 

poder verificar si los extractos que mostraron mejor actividad antioxidante, muestran 

actividad citotóxica. 

6.2.2. Actividad citotóxica de los extractos etanólicos 

El grado de toxicidad de un compuesto o extracto sobre una línea celular determinada, 

puede evaluarse a través de la determinación in vitro de la viabilidad celular. Para esto, se 

suele utilizar una técnica colorimétrica conocida como ensayo de tinción de Sulforrodamina 

B (SRB). A través de este ensayo, se puede determinar la densidad celular basado en la 

habilidad de este compuesto para unirse a los residuos aminoacídicos básicos de las 

proteínas. En vista de que esta unión es estequiométrica, la cantidad del compuesto unido a 
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las proteínas de las células es directamente proporcional a la masa celular (Vichai and 

Kirtikara, 2006). 

La viabilidad celular de los extractos etanólicos de P. chilensis, K. cistoidea, N. albescens y 

S. acutus fue evaluado in vitro contra dos líneas celulares de cáncer: MCF-7 

(Adenocarcinoma humano de glándula mamaria) y HT-29 (Adenocarcinoma humano 

colorrectal). Además se utilizó la línea celular MCF-10A (Célula epitelial mamaria) como 

línea celular control no tumoral. Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 5. 

 

Tabla 5. Valores de IC50 (µg/mL) de los extractos etanólicos de P. chilensis (Pa y f), K. cistoidea (Pa y f), S. acutus (Pa) 

y N. albescens (Pa) contra dos líneas celulares cancerígenas: MCF-7 y HT29. 

Extractos etanólicos IC50 (µg/mL) 

HT-29 MCF-7 MCF-10A 

P. chilensis (Pa) > 200 > 200 > 200 

P. chilensis (f)* > 200 111,25 ± 23,57 > 200 

K. cistoidea (Pa) > 200 > 200 > 200 

K. cistoidea (f) > 200 > 200 > 200 

S. acutus (Pa)* 99,50 ± 11,90 100,30 ± 11,00 > 200 

N. albescens (Pa) > 200 > 200 > 200 
(Pa): Partes aéreas, (f): frutos. * Extractos con actividad citotóxica. 

Una vez determinados los valores de IC50 de los extractos etanólicos ensayados, se procedió a 

calcular el índice de selectividad (IS) de acuerdo con la siguiente ecuación: 

 

𝐼𝑆 =
IC50 de MCF − 10A (Células no tumorales)

IC50 de MCF − 7 (Células tumorales)
 

 
 

En la Tabla 6 se muestran los valores de IS calculados para los extractos ensayados. Los 

extractos de P. chilensis (f) y S. acutus (Pa) mostraron valores mayores a 1, indicando que son 

más citotóxicos para las células tumorales (MCF-7) que para las células normales (MCF-

10A). El resto de los extractos presentaron valores menores de 1 indicando que los extractos 

son más citotóxicos para las células normales que para las células  tumorales. En el caso de los 

valores de IS para la célula tumoral HT-29 solo el extracto de S. acutus (Pa) mostró un valor 

de IS mayor a 2. Estos resultados nos permiten presumir que el extracto etanólico de P. 

chilensis (f) presenta cierta selectividad por las células tumorales de cáncer de mama por lo 

que resulta relevante poder estudiar este extracto debido a su baja citotoxicidad sobre la línea 

celular no tumoral y de esta forma poder aislar los metabolitos secundarios que posiblemente 

causan el efecto citotóxico. Por otro lado, el extracto de S. acutus (Pa) a pesar de mostrar 

selectividad contra la línea celular tumoral, no discrimina entre células tumorales distintas, por 

lo que fue descartado para continuar con los estudios de la búsqueda de compuestos 

anticancerígenos selectivos entre líneas tumotrales. 
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Tabla 6. Valores de IS de los extractos etanólicos de P. chilensis (Pa y f), K. cistoidea (Pa y f), S. acutus (Pa) y N. 

albescens (Pa) contra dos líneas celulares cancerígenas: MCF-7 y HT29. 

Extractos etanólicos IS 

HT29 MCF-7 

P. chilensis (Pa) <1 <1 

P. chilensis (f)* <1 >2 

K. cistoidea (Pa) <1 <1 

K. cistoidea (f) <1 <1 

S. acutus (Pa)* >2 >2 

N. albescens (Pa) <1 <1 
                            (Pa): Partes aéreas, (f): frutos. * Extractos que mostraron selectividad. 

 

6.2.3. Actividad antiproliferativa de los extractos etanólicos 

La actividad antiproliferativa de los extractos etanólicos fue evaluada contra seis líneas 

celulares (A549, HBL-100, HeLa, SW1573, T-47D y WiDr), a una concentración máxima 

de 62,5 µg/mL. Los resultados se muestran en la Tabla 7 y Figura 12. Los extractos de S. 

acutus (Pa) y P. chilensis (Pa) presentaron las concentraciones más bajas contra todas las 

líneas celulares estudiadas, con valores de IG50 entre 2,8 – 36 µg/mL para el extracto de P. 

chilensis (Pa), mientras que los valores de IG50 para el extracto de S. acutus (Pa) fueron 

entre 16 – 28 µg/mL. Seguidos por el extracto etanólico de K. cistoidea (f) cuyos valores de 

IG50 fueron entre 0,62 – 16 µg/mL, excepto para la línea celular HBL-100 que sobrepasó la 

concentración máxima estudiada (62,5 µg/mL). El resto de los extractos etanólicos 

mostraron una concentración mayor a la concentración máxima estudiada para la mayoría 

de las líneas celulares estudiadas. 

 

Tabla 7. Valores de IG50 (µg/mL) de los extractos etanólicos, contra seis líneas celulares tumorales humanas: A549, 

HBL-100, HeLa, SW1573, T-47D y WiDr. 

Concentración máxima estudiada: 62,5 µg/mL. * Extractos que mostraron actividad antiproliferativa contra todas las líneas celulares. 
 

Extracto etanólico IG50 (µg/mL) 

A549 HBL-100 HeLa SW1573 T-47D WiDr 

Nolana albescens (Pa) 63 63 63 63 63 63 

Skytanthus acutus (Pa)* 20 22 22 16 28 25 

Krameria cistoidea (Pa) 63 63 41 63 63 21 

Krameria cistoidea (f) 7,2 63 16 0,62 10 2,3 

Pintoa chilensis (Pa)* 24 36 33 2,8 32 3,6 

Pintoa chilensis (f) 63 63 63 28 63 30 
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Figura 12. IG50 (µg/mL) de los extractos etanólicos de Na (Nolana albescens partes aéreas), Sa (Skytanthus acutus partes 

aéreas), KcPa (Krameria cistoidea partes aéreas), Kcf (Krameria cistoidea frutos), PcPa (Pintoa chilensis Partes aéreas) y 

Pcf (Pintoa chilensis frutos). 

6.2.4. Actividad antimicrobiana de los extractos etanólicos 

La actividad antimicrobiana de los extractos obtenidos se determinó calculando la 

concentración mínima inhibitoria (MIC), contra las bacterias: Escherichia coli, 

Staphylococcus aureus y Pseudomonas aeruginosa. Los extractos fueron resuspendidos en 

EtOH 70% y DMSO 5% y las concentraciones evaluadas fueron desde 0,0020 mg/mL a 

1mg/mL. Los resultados se muestran en la Tabla 8. Solo el extracto de K. cistoidea (Pa) 

resuspendido en EtOH 70% produjo inhibición del crecimiento para la bacteria S. aureus a una 

concentración de 1 mg/mL. El resto de los extractos resuspendidos tanto en EtOH 70% como 

en DMSO 5%, no mostraron tener actividad antimicrobiana contra las bacterias estudiadas. El 

resultado se realizó en duplicado para cada bacteria como para cada extracto. 
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Tabla 8. Valores MIC de los extractos etanólicos de P. chilensis, K. cistoidea, S. acutus y N. albescens contra las 

bacterias: Escherichia coli, Staphylococcus aureus y Pseudomonas aeruginosa. 

 

Extractos disueltos  

en EtOH 70% 

MIC mg/mL 

Escherichia coli Staphylococcus aureus Pseudomonas aeruginosa 

P. chilensis (Pa) S/A S/A S/A 

P. chilensis (f) S/A S/A S/A 

K. cistoidea (Pa) S/A 1 mg/mL S/A 

K. cistoidea (f) S/A S/A S/A 

S. acutus (Pa) S/A S/A S/A 

N. albescens (Pa) 

 

S/A S/A S/A 

 

Extractos disueltos  

en DMSO 5% 

 

MIC mg/mL 

Escherichia coli Staphylococcus 

aureus 

Pseudomonas 

aeruginosa 

P. chilensis (Pa) S/A S/A S/A 

P. chilensis (f) S/A S/A S/A 

K. cistoidea (Pa) S/A S/A S/A 

K. cistoidea (f) S/A S/A S/A 

S. acutus (Pa) S/A S/A S/A 

N. albescens (Pa) 

 

S/A S/A S/A 

S/A: Sin actividad. 

 

6.2.5. Selección de los extractos etanólicos más bioactivos. 

Considerando los resultados obtenidos en el screening de actividad biológica, los extractos 

etanólicos de K. cistoidea (Pa) (Actividad antioxidante y antimicrobian), S. acutus (Pa) 

(Actividad citotóxica) y P. chilensis (f) (Actividad antioxidante y citotóxica), fueron 

seleccionados para continuar con el resto de la investigación de esta manera poder aislar los 

compuestos bioactivos causantes de las actividades biológicas estudiadas. 
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6.3. Objetivo específico 3 

Realizar un estudio bioguiado de las diferentes fracciones de las especies seleccionadas en 

el objetivo específico 2, a fin de seleccionar las fracciones bioactivas, que poseen los 

metabolitos responsables de la actividad biológica exhibida. 

6.3.1. Extracto etanólico de Pintoa chilensis (f) 

En vista de que el extracto mostró selectividad sobre la línea celular tumoral MCF-7 se 

procedió a realizar ensayos adicionales para poder determinar el posible mecanismo por el 

cual el extracto actúa sobre esta línea celular. Para ello se realizaron cuatro ensayos 

adicionales: Determinación de ROS, lipoperoxidación, permeabilidad de membrana 

mitocondrial y caspasas activas, todos por citometría de flujo. En todos los ensayos se 

estudiaron tres concentraciones: C1 = 50 µg/mL, C2 = 100 µg/mL y C3 = 200 µg/mL. 

Además del control solvente (CS) y el control positivo (C+). 

6.3.1.1. Determinación de ROS por citometría de flujo 

En células tumorales los niveles de ROS relativamente bajos juegan un papel esencial en la 

transferencia de señales, la proliferación celular y la revascularización. El aumento gradual 

de estos niveles también puede promover la proliferación celular, la difusión y la metástasis 

de los tumores. Por el contrario, los niveles elevados de ROS pueden ocasionar daño en el 

ADN de las células cancerosas, lo que provocará hasta cierto punto apoptosis y necrosis 

tumoral (Jia et al., 2020). La detección de ROS fue medida utilizando la sonda fluorescente 

2´-7´-diclorodihidrofluresceina diacetato (DCFH2-DA) que es muy sensible para la 

determinación de estrés oxidativo. DCFH2-DA no es fluorescente, pero puede atravesar 

fácilmente la membrana celular, allí es hidrolizada por enzimas esterasas citosólicas 

transformada en 2´-7´-diclorodihidrofluresceína (DCFH). En presencia de ROS o RNS 

DCFH es oxidada en diclorodihidrofluresceina (DCF), compuesto fluorescente que tiene un 

máximo de absorción de 503 nm y un máximo de emisión de 523 nm. Por lo tanto, el nivel 

de ROS en la célula es proporcional a la intensidad de la fluorescencia (Jia et al., 2020). 

 

Los niveles de ROS cuantificados por citometría de flujo (Figura 13), mostraron una 

mayor generación para las células de la línea celular MCF-7 a 50 y 100 µg/mL (C1 y C2, 

respectivamente), en comparación con el control positivo de daunorubicina (DNR). Por el 

contrario, para la línea celular no tumoral MCF-10A se observó una disminución. Por lo tanto, 

estos resultados indican que la producción de ROS inducida por el extracto etanólico de 

Pintoa chilensis (f) podría promover el mecanismo de muerte celular programada en la célula 

MCF-7. Por el contrario, en la célula no tumoral podría actuar como agente antioxidante, 

produciendo un equilibrio entre la oxidación celular (ROS) y el equilibrio antioxidante de la 

célula.  
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Figura 13. Efecto de la producción de ROS en las líneas celulares MCF-7 y MCF-10A inducido por el extracto etanólico 

de P. chilensis (f). C Solv = control solvente (EtOH), C+ = Daunorubicina, C1 = 50 µg/mL, C2 = 100 µg/mL, C3 = 200 

µg/mL. *,#  Diferencias significativas con respecto al control solvente. 

 

6.3.1.2. Determinación de Lipoperoxidación por citometría de flujo 

La peroxidación lipídica o lipoperoxidación tiene relevancia en diferentes enfermedades 

humanas, como la inflamación, el cáncer y los procesos neurodegenerativos. Su oxidación 

por ROS genera productos nocivos, que pueden ser endoperóxidos o hidroperóxidos. Los 

endoperóxidos son intermediarios en la producción de aldehídos, mientas que los 

hidroperóxidos (LOOH y LOO.) se han reconocido recientemente como mediadores 

cruciales de la enfermedad y muerte celular. Los lipoperóxidos tienen funciones esenciales 

en la viabilidad celular; un aumento en la peroxidación lipídica modifica el ensamblaje, la 

estructura y la dinámica de las membranas celulares, provocando la apoptosis celular 

(Gaschler and Stockwell, 2017). La detección de lipoperoxidación fue medida utilizando el 

reactivo BODIPY-C11 que es muy sensible para detectar daño oxidativo por citometría de 

flujo. La Figura 14 mostró una mayor lipoperoxidación para las células tumorales MCF-7, 

en todas las concentraciones estudiadas (50, 100 y 200 µg/mL). En comparación con el 

mostrado por el control positivo de daunorubicina. Por el contrario, para la línea celular no 

tumoral MCF-10A se observó una disminución. Por lo tanto, estos resultados indican que el 

extracto etanólico de P. chilensis (f) indujo la producción de peroxidación lipídica, lo que 

podría promover el mecanismo de muerte celular programada en la línea MCF-7, 

posiblemente causado por un cambio en la membrana celular. Por el contrario, en la célula 

no tumoral MCF-10A podría actuar como agente antioxidante, protegiendo a la célula 

frente al daño peroxidativo. 
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Figura 14. Efecto de la producción de lipoperoxidación en las líneas celulares MCF-7 y MCF-10A inducido por el 

extracto etanólico de P. chilensis (s). C Solv = control solvente (EtOH), C+ = Daunorubicina, C1 = 50 µg/mL, C2 = 100 

µg/mL, C3 = 200 µg/mL. *,#  Diferencias significativas con respecto al control solvente. 

6.3.1.3.   Determinación de permeabilidad de la membrana mitocondrial (ΔΨmt) por 

citometría de flujo 

 

Las mitocondrias juegan un papel importante en el metabolismo energético y también son 

esenciales en el proceso de muerte celular; específicamente, la pérdida del potencial de 

membrana es un marcador distintivo de apoptosis temprana. Por lo tanto, es posible evaluar la 

apoptosis mediante la determinación de cambios en el potencial de membrana mitocondrial 

(ΔΨmt) mediante citometría de flujo (Wallace et al., 2010). En este ensayo, las células fueron 

marcadas con rodamina 123 (Rh-123) para evidenciar el cambio en el potencial. Al generar 

cambios en el potencial de la membrana mitocondrial, el Rh-123 escapa de la matriz 

mitocondrial, disminuyendo la fluorescencia (Baracca et al., 2003). En la Figura 15 se 

observó una disminución del potencial de membrana mitocondrial en las células MCF-7 

tratadas con el extracto etanólico de P. chilensis (f) en todas las concentraciones estudiadas en 

comparación con el control solvente. Sin embargo, no se observaron diferencias significativas 

entre las concentraciones estudiadas y el control positivo. Para la célula no tumoral MCF-10A, 

se observa que la membrana mitocondrial permanece intacta, por lo que su permeabilidad no 

se ve afectada. Este resultado nos permite inferir que la función mitocondrial se ha visto 

afectada en las células MCF-7, induciendo la muerte celular programada. Esta propuesta es 

consistente con la reportada para el efecto de daunorubicina en células tumorales. 
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Figura 15. Efecto de la permeabilidad de la membrana celular en las líneas celulares MCF-7 y MCF-10A inducido por el 

extracto etanólico de P. chilensis (s). C Solv = control solvente (EtOH), C+ = Daunorubicina, C1 = 50 µg/mL, C2 = 100 

µg/mL, C3 = 200 µg/mL. *,# Diferencias significativas con respecto al control solvente. 

 

6.3.1.4. Determinación de Caspasas activas por citometría de flujo 

 

Las caspasas son proteínas vitales en la transducción y ejecución de la señal apoptótica de las 

células tumorales. Este ensayo se realizó utilizando un marcador de apoptosis ampliamente 

utilizado: FITC-VAD-FMK. La Figura 16 muestra una disminución en la activación de 

caspasas en todas las concentraciones estudiadas en la línea celular MCF-7 en comparación 

con el control positivo. Por otro lado, para la célula no tumoral se observa un aumento en la 

activación de caspasas a la mayor concentración estudiada (200 mL) respecto al control 

positivo, lo que sugiere que quizás está ocurriendo un aumento de producción de caspasas 

distintas a las que promueven la muerte celular programada (caspasas inflamatorias por 

ejemplo). Los resultados obtenidos en estas pruebas permiten inferir que quizás el proceso de 

muerte celular programada ocurre por una vía distinta a la apoptosis. Recientemente se ha 

estudiado otras formas de muerte celular programada comoo la necroptosis, autofagia, 

piroptosis, que podrían explicar estos resultados (Green and Llambi, 2015; Shen et al., 2023; 

Yan et al., 2020). Para confirmar esta apreciación, es necesario llevar a cabo otros 

experimentos para determinar cómo se produce la muerte celular de manera consistente, 

quizás a través de la técnica inmunohistoquímica. 
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Figura 16. Producción de caspasas activas en las líneas celulares MCF-7 y MCF-10A inducido por el extracto etanólico 

de P. chilensis (f). C Solv = control solvente (EtOH), C+ = Daunorubicina, C1 = 50 µg/mL, C2 = 100 µg/mL, C3 = 200 

µg/mL. *,#  Diferencias significativas con respecto al control solvente. 

 
 

A la fecha no hay reportes de estudios del efecto citotóxico de extractos o compuestos 

bioactivos aislados de P. chilensis. Sin embargo, algunas especies de la familia 

Zygophyllaceae han reportado un efecto citotóxico, tal es el caso de Peganum harmala 

(Lamchouri et al., 2000) y Tribulus terrestres (Akbaba et al., 2021; Pourali et al., 2016). Por 

otro lado, la selectividad para las líneas celulares de cáncer es una característica fundamental 

que se debe considerar para desarrollar nuevos medicamentos que reemplacen la 

quimioterapia tradicional para reducir los efectos secundarios indeseables. El índice de 

selectividad es esencial para identificar una sustancia con una actividad biológica interesante y 

una citotoxicidad baja (Çelik, 2018). Tomando esto en consideración y en vista de los 

resultados obtenidos de viabilidad celular y la determinación de biomarcadores por citometría 

de flujo, el extracto de P. chilensis (f) se presenta como un candidato potencial para la 

búsqueda de compuestos bioactivos contra el cáncer, por su baja actividad citotóxica contra la 

línea celular no tumoral. Por lo tanto, se continuará con los estudios para poder aislar los 

metabolitos secundarios que posiblemente sean los responsables de la actividad citotóxica. 

 
 
 

6.3.1.5. Fraccionamiento líquido-líquido del extracto etanólico de P. chilensis (f) 

 

El extracto etanólico de P. chilensis (f) fue secuencialmente fraccionado con solventes de 

diferentes polaridades. El extracto fue resuspendido en una mezcla de agua-etanol (9:1) y 

fraccionado con hexano, diclorometano y acetato de etilo, obteniéndose adicionalmente la 

fracción residual de agua. Los resultados obtenidos se muestran en el Esquema 1. 

0.00

2.00

4.00

6.00

8.00

10.00

12.00

14.00

16.00

18.00

c solv c +

DNR

C1 C2 C3

C
as

p
as

as
 a

ct
iv

as
 (

%
 c

el
u
la

s)

MCF-10

MCF-7

*

*
#



Doctorado conjunto en Ciencias, mención Química  
UTFSM -UV 

49 
 

 

Esquema 1. Fraccionamiento líquido-líquido del extracto etanólico de P. chilensis (f) con solventes de diferentes 

polaridades, junto a los porcentajes de rendimiento obtenidos. Resaltado en azul las fracciones activas. 

6.3.1.6. Viabilidad celular de las fracciones obtenidas del extracto etanólico de P. chilensis 

(f) 

 

Una vez obtenidas las diferentes fracciones, se procedió a determinar la viabilidad celular de 

las mismas utilizando el método colorimétrico de sulforrodamina B (SRB) contra la línea 

celular tumoral MCF-7 y empleando como control la línea celular no tumoral MCF-10A, 

obteniendo de esta manera los valores de IC50. Los resultados obtenidos se muestran en la 

Tabla 9, todas las fracciones disminuyeron la viabilidad celular en ambas líneas celulares, 

comparados con los valores de IC50 obtenidos para el extracto etanólico, excepto por las 

fracciones metanólica (FM) y la fracción acuosa (FQ) cuyos valores superan los 350 µg/mL. 

La fracción de hexano (FH) mostró una alta citotoxicidad en ambas líneas celulares, con 

valores de IC50 entre 35 y 45 µg/mL, pero sin mostrar selectividad por una de las líneas 

celulares (Tabla 10). Sin embargo, la fracción de diclorometano (FD) fue más selectiva 

contra la línea celular cancerígena con valores de IC50 semejantes a los obtenidos por el 

extracto etanólico.  
 

Tabla 9. Valores de IC50 (µg/mL) de las fracciones obtenidas del extracto etanólico de P. chilensis (f), contra la línea 

celular cancerígena MCF-7 y utilizando como control positivo la línea celular no tumoral MCF-10A. 

Fracciones IC50 (µg/mL) 

MCF-7 MCF-10A 

Fracción de hexano (FH)* 35,3 ± 1,5 45,0 ± 3,5 

Fracción de diclorometano (FD)* 107,1 ± 3,4 232,5 ± 36,6 

Fracción de acetato de etilo (FA)* 105,0 ± 4,4 133,7 ± 4,4 

Fracción de methanol (FM) > 350 > 350 

Fracción acuosa (FQ) > 350 > 350 
                    * Fracciones más activas. 

Extracto etanólico de 
Pintoa chilensis (f)

12,11 g

Hexano

Fracción de hexano (FH) 
78,2 mg  (6,46%)

Diclorometano

Fracción de diclorometano 
(FD) 880,3 mg (7,27%)

Acetato de Etilo

Fracción de Acetato de 
Etilo (FA) 

462,6 mg (3,82%) 

Agua

Fracción de Agua 

residual (FQ) 

8,6 g (71%)

Resuspendido

400 mL de mezcla 
Agua-Etanol (9:1)

Fraccionado con solventes 
de diferentes polaridades
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El índice de selectividad (IS) de las fracciones, fue determinado utilizando el valor de IC50 

obtenido sobre la línea celular no tumoral (MCF-10A) dividido por el valor de IC50 

obtenido sobre la línea celular tumoral (MCF-7). Los resultados se muestran en la Tabla 

11. Para la fracción de hexano (FH) y acetato de etilo (FA), el IS fue mayor a 1,3. Para la 

fracción de diclorometano (FD), el IS fue mayor de 2,2 para la línea celular MCF-7 y las 

fracciones de metanol (FM) y acuosa (FQ), el IS fue menor a 1. Considerando estos 

resultados la fracción de diclorometano se seleccionará para continuar con el resto de la 

investigación, con el fin de obtener los compuestos bioactivos responsables de la actividad 

citotóxica. 

 

 

Tabla 10. Valores de IS de las fracciones obtenidas del extracto etanólico de P. chilensis (f), contra la línea celular 

cancerígena MCF-7. 

Fracciones IS 

MCF-7 

Fracción de hexano (FH) 1,3 

Fracción de diclorometano (FD)* >2 

Fracción de acetato de etilo (FA) 1,3 

Fracción de methanol (FM) <1 

Fracción acuosa (FQ) <1 
                                            * Fracción selectiva 
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6.3.2. Extracto etanólico de Skytanthus acutus (Pa) 

6.3.2.1. Fraccionamiento líquido-líquido del extracto etanólico de S. acutus (Pa) 

Tomando en cuenta los resultados mostrados en la Tabla 7 y Figura 12, se procedió a realizar 

un fraccionamiento líquido-líquido del extracto con solventes de diferentes polaridades 

(Esquema 2). Esto con el fin de obtener subfracciones y determinar la actividad 

antiproliferativa de los mismos. 

 

Esquema 2. Fraccionamiento líquido-líquido del extracto etanólico de S. acutus (Pa) con solventes de diferentes 

polaridades, junto a los porcentajes de rendimiento obtenidos. Resaltado en azul las fracciones activas. 

 

6.3.2.2. Actividad antiproliferativa de las fracciones de S. acutus (Pa) 

 

Una vez obtenidas las fracciones del extracto etanólico de S. acutus (Pa), se evaluó la 

actividad antiproliferativa. Los resultados se muestran en la Tabla 11. La fracción de 

diclorometano (FD) mostró los mejores resultados antiproliferativos contra todas las líneas 

celulares estudiadas con valores de IG50 entre 2,1 – 3,0 µg/mL a una concentración máxima 

estudiada de 62,5 µg/mL, seguido por la fracción de acetato de etilo (FA) con valores de IG50 

entre 3,5 – 19,0 µg/mL y la fracción de hexano (FH) con valores de IG50 entre 18,0 – 29,0 

µg/mL. Sin embargo, al observa los valores de TGI (µg/mL) (Tabla 12), solo la fracción de 

diclorometano mostró valores bajos en todas las líneas celulares estudiadas: 7,8 – 12 µg/mL. 

Estos resultados nos permitieron seleccionar esta fracción para continuar con el siguiente paso 

en la investigación: la obtención de los metabolitos secundarios puros causantes de la 

actividad antiproliferativa. 

 

 

Extracto etanólico de 
Skytanthus acutus (Pa)

20,32 g

Hexano

Fracción de hexano

(FH) 1,16 g (5,7%)

Diclorometano

Fracción de 
diclorometano

(FD) 1,52 g (7,5%)

Acetato de Etilo

Fracción de Acetato 
de Etilo (FA) 

0,45 g (2,2%) 

Metanol

Fracción de Metanol

(FM), 1,1 g (11,19%)

Agua

Fracción de Agua 
residual (FQ) 

7,8 g  (38,4%)

Resuspendido

400 mL de mezcla Agua-
Etanol (9:1)

Fraccionado con solventes 
de diferentes polaridades
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Tabla 11. Valores de IG50 (µg/mL) de las fracciones obtenidas del fraccionamiento líquido-líquido del extracto etanólico 

de S. acutus (Pa), contra seis líneas celulares tumorales humanas: A549, HBL-100, HeLa, SW1573, T-47D y WiDr. 

   Concentración máxima estudiada: 62,5 µg/mL. * Fracciones más activas. 

 

 

 

Figura 17. IG50 (µg/mL) de las fracciones de S. acutus (Pa) contra seis líneas celulares tumorales humanas: A549, HBL-

100, HeLa, SW1573, T-47D y WiDr. FH: Fracción de hexano, FD: Fracción de diclorometano, FA: Fracción de acetato de 

etilo, FM: Fracción de metanol, FQ: Fracción acuosa. 

 

Tabla 12. Valores de TGI (µg/mL) de las fracciones obtenidas del fraccionamiento líquido-líquido del extracto etanólico 

de S. acutus (Pa), contra seis líneas celulares tumorales humanas: A549, HBL-100, HeLa, SW1573, T-47D y WiDr. 

        Concentración máxima estudiada: 62,5 µg/mL. * Fracción más activa. 
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Fracciones IG50 (µg/mL) 

A549 HBL-100 HeLa SW1573 T-47D WiDr 

Fracción de hexano (FH)* 20 29 18 26 20 25 

Fracción de diclorometano (FD)* 2,1 2,5 2,3 3,0 2,1 2,5 

Fracción de acetato de etilo (FA)* 3,5 20 7,8 15 14 19 

Fracción de metanol (FM) 63 63 63 63 63 63 

Fracción Acuosa (FQ) 30 63 34 63 40 63 

Fracciones TGI (µg/mL) 

A549 HBL-100 HeLa SW1573 T-47D WiDr 

Fracción de hexano (FH) 63 63 63 63 63 63 

Fracción de diclorometano (FD)* 10 12 7,8 10 9,5 11 

Fracción de acetato de etilo (FA) 25 63 63 63 48 63 

Fracción de metanol (FM) 63 63 63 63 63 63 

Fracción Acuosa (FQ) 63 63 63 63 63 63 
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Figura 18. TGI (µg/mL) de las fracciones obtenidas del extracto etanólico de S. acutus (Pa), contra seis líneas celulares 

tumorales humanas: A549, HBL-100, HeLa, SW1573, T-47D y WiDr. FH: Fracción de hexano, FD: Fracción de 

diclorometano, FA: Fracción de acetato de etilo, FM: Fracción de metanol, FQ: Fracción acuosa. 

6.3.3. Extracto etanólico de Krameria cistoidea (Pa) 

Dado que el extracto etanólico de K. cistoidea (pa) mostró una fuerte actividad 

antioxidante, una débil citotoxicidad y actividad antimicrobiana frente a S. aureus, se 

decidió evaluar la actividad citotóxica frente a la célula HaCaT, que es una línea de 

queratinocitos humanos espontáneamente inmortalizados que se ha utilizado ampliamente 

para estudios de biología y diferenciación de la piel (Wilson, 2013). Los resultados de la 

actividad citotóxica contra HaCaT se evaluaron a seis concentraciones (0, 13, 30, 75, 150 y 

300 µg/mL, Figura 19). Los resultados mostraron que sólo en la concentración más alta 

evaluada (300 µg/mL), se presentó una disminución de la viabilidad superior al 60%, 

demostrando que el extracto no es citotóxico. 
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Figura 19. Efecto del extracto etanólico sobre la viabilidad de las células HaCaT. * Diferencias significativas entre 

concentración. 

6.3.3.1. Fraccionamiento líquido-líquido del extracto etanólico de K. cistoidea (Pa) 

 

El extracto etanólico de K. cistoidea (Pa) fue secuencialmente fraccionado con solventes de 

diferentes polaridades. El extracto fue resuspendido en una mezcla de agua-etanol (9:1) y 

fraccionado con hexano, diclorometano y acetato de etilo, obteniéndose adicionalmente la 

fracción residual de agua. Los resultados obtenidos se muestran en el Esquema 3. 

 

Esquema 3. Fraccionamiento líquido-líquido del extracto etanólico de K. cistoidea (Pa) con solventes de diferentes 

polaridades, junto a los porcentajes de rendimiento obtenidos. Resaltado en azul la fracción activa. 
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Extracto etanólico de 
Krameria cistoidea (Pa)

16,40 g

Hexano

Fracción de 
hexano(FH) 

409 mg (2,50%)

Diclorometano

Fracción de 
diclorometano (FD) 
362,9 mg (2,21%)

Acetato de 
Etilo

Fracción de Acetato 

de Etilo (FA) 

1,08 g(6.71%)

Metanol

Fracción de Metanol 
(FM) 1,23 g (7,5%)

Agua

Fracción de Agua 
residual (FQ) 

9,60 g (58,54%)

Resuspendido

400 mL de mezcla 
Agua-Etanol (9:1)

Fraccionado con 
solventes de diferentes 

polaridades
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6.3.3.2. Actividad antimicrobiana de las fracciones de K. cistoidea (Pa) 

 

La actividad antimicrobiana de las fracciones obtenidas se determinó calculando la 

concentración mínima inhibitoria (MIC) de las fracciones contra las bacterias: Escherichia 

coli, Staphylococcus aureus y Pseudomonas aeruginosa. Las fracciones fueron 

resuspendidos en EtOH 70% y las concentraciones evaluadas fueron desde 0,0020 mg/mL a 

1mg/mL. Los resultados se muestran en la Tabla 13. 

 

Tabla 13. Valores MIC de las fracciones obtenidas de K. cistoidea contra las bacterias: Escherichia coli, Staphylococcus 

aureus y Pseudomonas aeruginosa. 

Fracciones disueltas 

en EtOH 70% 

MIC mg/mL 

Escherichia coli Staphylococcus aureus Pseudomonas aeruginosa 

Fracción de hexano (FH) S/A S/A S/A 

Fracción de diclorometano (FD) S/A S/A S/A 

Fracción de acetato de etilo (FA) S/A S/A S/A 

Fracción de metanol (FM) S/A S/A S/A 

Fracción residual de Agua (FQ) S/A S/A S/A 
S/A: Sin actividad. 

 

Como se puede observar en la Tabla 13, las fracciones por sí sola no mostraron tener 

actividad antimicrobiana contra las bacterias estudiadas. El resultado se realizó en duplicado 

para cada bacteria como para cada extracto. Por lo que se procedió a realizar mezclas de las 

fracciones y medir nuevamente la actividad de estas, debido a la pérdida de la actividad 

antimicrobiana durante el fraccionamiento. 

 

6.3.3.3. Actividad antimicrobiana de las mezclas binarias de las fracciones de K. cistoidea 

(Pa) 

 

La actividad antimicrobiana de las mezclas de fracciones obtenidas se determinó 

calculando la concentración mínima inhibitoria (MIC) contra las bacterias: Escherichia 

coli, Staphylococcus aureus y Pseudomonas aeruginosa. Las fracciones fueron 

resuspendidos en EtOH 70% y las concentraciones evaluadas fueron desde 0,0020 mg/mL a 

1mg/mL. Las mezclas evaluadas son las siguientes: 

• FD + FA (Fracción de diclorometano + Fracción de acetato de etilo) 

• FD + FH (Fracción de diclorometano + Fracción de hexano) 

• FD + FM (Fracción de diclorometano + Fracción de metanol) 

• FD + FQ (Fracción de diclorometano + Fracción acuosa) 

• FA + FH (Fracción de acetato de etilo + Fracción de hexano) 

• FA + FM (Fracción de acetato de etilo + Fracción de metanol) 

• FA + FQ (Fracción de acetato de etilo + Fracción acuosa) 

• FH + FM (Fracción de hexano + Fracción de metanol) 

• FH + FQ (Fracción de hexano + Fracción acuosa) 

• FM + FQ (Fracción de metanol + Fracción acuosa) 
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Los resultados se muestran en la Tabla 14. 

 

Tabla 14. Valores MIC de las fracciones obtenidas de K. cistoidea contra las bacterias: Escherichia coli, Staphylococcus 

aureus y Pseudomonas aeruginosa. 

Fracciones disueltas 

en EtOH 70% 

MIC mg/mL 

Escherichia coli Staphylococcus aureus Pseudomonas aeruginosa 

FD + FA S/A S/A 1 mg/mL 

FD + FH S/A S/A S/A 

FD + FM S/A S/A S/A 

FD + FQ S/A S/A S/A 

FA + FH S/A S/A S/A 

FA + FM* S/A S/A 1 mg/mL 

FA + FQ* S/A 1 mg/mL 1 mg/mL 

FH + FM S/A S/A S/A 

FH + FQ S/A S/A S/A 

FM + FQ S/A S/A S/A 
S/A: Sin actividad. * Mezclas activas. 

 

Como se puede observar en la Tabla 14, la mezcla de las fracciones FA + FQ probada frente a 

S. aureus, presentó una MIC a 1 mg/mL. Al determinar la CMB se observó crecimiento de la 

bacteria (6x103 UFC/mL). Por otro lado, las mezclas de fracciones FD + FA, FA + FM y FA + 

FQ, mostraron actividad frente a P. aeruginosa a 1 mg/mL, la CMB fue determinada y se 

observó crecimiento de la bacteria: FD + FA (50 UFC/mL), FA + FM (580 UFC/mL) y FA + 

FQ (50 UFC/mL). 

 

 
Figura 20. Determinación del valor de CBM de la mezcla de fracciones FA + FQ para la cepa S. aureus después de 24 

horas de incubación a 37ºC. En la imagen se observa el control positivo (crecimiento de la bacteria sin tratamiento) y la 

placa mostrando CBM de la concentración de 2 fracciones a 1 mg/mL. 
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Figura 21. Determinación del valor de CBM de la mezcla de fracciones FD + FA, FA + FM y FA + FQ para la cepa P. 

aeruginosa después de 24 horas de incubación a 37 ºC. En la imagen se observa el control positivo (crecimiento de la 

bacteria sin tratamiento) y las placas mostrando CBM de la combinación de 2 fracciones a 1 mg/mL. 

 

6.3.3.4.    Actividad antimicrobiana de las mezclas de tres fracciones de K. cistoidea 

(Pa) 

La actividad antimicrobiana de las mezclas de fracciones obtenidas se determinó 

calculando la concentración mínima inhibitoria (MIC) contra las bacterias: Escherichia 

coli, Staphylococcus aureus y Pseudomonas aeruginosa. Las fracciones fueron 

resuspendidos en EtOH 70% y las concentraciones evaluadas fueron desde 0,0020 mg/mL a 

1mg/mL. Las mezclas evaluadas son las siguientes: 

• FD + FA + FH (Fracción de diclorometano + Fracción de acetato de etilo + 

Fracción de hexano) 

• FD + FA + FM (Fracción de diclorometano + Fracción de acetato de etilo + 

Fracción de metanol) 

• FD + FA + FQ (Fracción de diclorometano + Fracción de acetato de etilo + 

Fracción acuosa) 

• FD + FH + FM (Fracción de diclorometano + Fracción de hexano + Fracción de 

metanol) 

• FD + FH + FQ (Fracción de diclorometano + Fracción de hexano + Fracción 

acuosa) 

• FD + FM + FQ (Fracción de diclorometano + Fracción de metanol + Fracción 

acuosa) 

• FA + FH + FM (Fracción de acetato de etilo + Fracción de hexano + Fracción de 

metanol) 

• FA + FH + FQ (Fracción de acetato de etilo + Fracción de hexano + Fracción 

acuosa) 

• FA + FM + FQ (Fracción de acetato de etilo + Fracción de metanol + Fracción 

acuosa) 

• FH + FM + FQ (Fracción de hexano + Fracción de metanol + Fracción acuosa) 

Los resultados se muestran en la Tabla 15. 
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Tabla 15. Valores MIC de las fracciones obtenidas de K. cistoidea contra las bacterias: Escherichia coli, Staphylococcus 

aureus y Pseudomonas aeruginosa. 

Fracciones disueltas 

en EtOH 70% 

MIC mg/mL 

Escherichia coli Staphylococcus aureus Pseudomonas aeruginosa 

FD + FA + FH S/A S/A S/A 

FD + FA + FM* S/A 1 mg/mL S/A 

FD + FA + FQ* S/A 1 mg/mL S/A 

FD + FH + FM S/A S/A S/A 

FD + FH + FQ S/A S/A S/A 

FD + FM + FQ* S/A 1 mg/mL S/A 

FA + FH + FM* S/A 1 mg/mL S/A 

FA + FH + FQ* S/A 1 mg/mL S/A 

FA + FM + FQ* S/A 0.5 mg/mL y 1 mg/mL S/A 

FH + FM + FQ* S/A 1 mg/mL S/A 
S/A: Sin actividad. * Mezclas activas. 

 

 

Como se puede observar en la Tabla 15, solo una de la mezcla de las fracciones mostró 

actividad frente a S. aureus a 0.5 mg/mL y 7 mezclas a 1 mg/mL. La mezcla de tres fracciones 

no mostró actividad contra E. coli ni P. aeruginosa. En la Tabla 16 se muestran los resultados 

de la determinación de MBC de la mezcla de fracciones. 

 

Tabla 16. Valores MBC de las fracciones obtenidas de K. cistoidea contra las bacterias: Escherichia coli, Staphylococcus 

aureus y Pseudomonas aeruginosa. 

Mezcla de fracciones 0.5 mg/mL 1 mg/mL 

Determinación de MBC 

FD + FA + FH S/A S/A 

FD + FA + FM S/A 2x104 UFC/mL 

FD + FA + FQ S/A 8,3x103 UFC/mL 

FD + FH + FM S/A S/A 

FD + FH + FQ S/A S/A 

FD + FM + FQ S/A 2x104 UFC/mL 

FA + FH + FM S/A 5,7x103 UFC/mL 

FA + FH + FQ S/A 5,9x103 UFC/mL 

FA + FM + FQ 8x103 UFC/mL 2,5x103   UFC/mL 

FH + FM + FQ S/A 2x104 UFC/mL 
                                          S/A: Sin actividad. 
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Figura 22. Determinación del valor de CBM de la mezcla de tres fracciones para la cepa S. aureus después de 24 horas de 

incubación a 37ºC. En la imagen se observa el control positivo (crecimiento de la bacteria sin tratamiento) y las placas 

mostrando CBM de la combinación de 3 fracciones a 0,5 y 1 mg/mL. 

 

 

6.3.3.5.    Actividad antimicrobiana de las mezclas de cuatro fracciones de K. cistoidea 

(Pa) 

La actividad antimicrobiana de las mezclas de fracciones obtenidas se determinó 

calculando la concentración mínima inhibitoria (MIC) contra las bacterias: Escherichia 

coli, Staphylococcus aureus y Pseudomonas aeruginosa. Las fracciones fueron 

resuspendidos en EtOH 70% y las concentraciones evaluadas fueron desde 0,0020 mg/mL a 

1mg/mL. Las mezclas evaluadas son las siguientes: 

• FD + FA + FH +FM (Fracción de diclorometano + Fracción de acetato de etilo + 

Fracción de hexano + Fracción de metanol) 

• FD + FA + FH + FQ (Fracción de diclorometano + Fracción de acetato de etilo + 

Fracción de hexano + Fracción acuosa) 

• FD + FA + FM + FQ (Fracción de diclorometano + Fracción de acetato de etilo + 

Fracción de metanol + Fracción acuosa) 

• FD + FH + FM + FQ (Fracción de diclorometano + Fracción de hexano + Fracción 

de metanol + Fracción acuosa) 

• FA + FH + FM + FQ (Fracción de acetato de etilo + Fracción de hexano + Fracción 

de metanol + Fracción acuosa). 

 

Los resultados se muestran en la Tabla 17. 
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Tabla 17. Valores MIC de las fracciones obtenidas de K. cistoidea contra las bacterias: Escherichia coli, Staphylococcus 

aureus y Pseudomonas aeruginosa. 

Fracciones disueltas 

en EtOH 70% 

MIC mg/mL 

Escherichia coli Staphylococcus aureus Pseudomonas aeruginosa 

FD + FA + FH + FM* S/A 1 mg/mL S/A 

FD + FA + FH + FQ* S/A 0,5 y 1 mg/mL S/A 

FD + FA + FM + FQ* S/A 0,5 y 1 mg/mL S/A 

FD + FH + FM + FQ* S/A 1 mg/mL S/A 

FA + FH + FM + FQ* S/A 0,5 y 1 mg/mL S/A 
S/A: Sin actividad. * Mezclas activas. 

 

Como se puede observar en la Tabla 17, cuatro de las mezclas de las fracciones mostraron 

actividad frente a S. aureus a 0.5 mg/mL y 5 mezclas a 1 mg/mL. La mezcla de cuatro 

fracciones no mostró actividad contra E. coli ni P. aeruginosa. En la Tabla 18 se muestran los 

resultados de la determinación de MBC de la mezcla de fracciones. 
 
Tabla 18. Valores MBC de las fracciones obtenidas de K. cistoidea contra las bacterias: Escherichia coli, Staphylococcus 

aureus y Pseudomonas aeruginosa. 

Mezcla de fracciones 0.5 mg/mL 1 mg/mL 

Determinación de MBC 

FD + FA + FH + FM S/A 2 UFC/mL 

FD + FA + FH + FQ 1x104 UFC/mL 1 UFC/mL 

FD + FA + FM + FQ 1x104 UFC/mL 0,5 UFC/mL 

FD + FH + FM + FQ S/A 1 UFC/mL 

FA + FH + FM + FQ 4,9x103 UFC/mL 0 UFC/mL 
                                          S/A: Sin actividad. 

 



Doctorado conjunto en Ciencias, mención Química  
UTFSM -UV 

61 
 

 
Figura 23. Determinación del valor de CBM de la mezcla de cuatro fracciones para la cepa S. aureus después de 24 horas 

de incubación a 37ºC. En la imagen se observa el control positivo (crecimiento de la bacteria sin tratamiento) y las placas 

mostrando CBM de la combinación de 4 fracciones a 0,5 y 1 mg/mL. 

 

 

A pesar de que las fracciones por si solas no presentaron actividad antimicrobiana contra las 

tres cepas estudiadas, al mezclarlas se pudo observar inhibición en algunas de las cepas 

estudiadas (S. aureus y P. aeruginosa). Al observar detalladamente las mezclas (Tabla 19) se 

puede notar que en aquellas donde estaban presentes alguna de las fracciones polares: 

Fracción de acetato de etilo (FA), Fracción de metanol (FM) y la Fracción acuosa (FQ) o 

mezcla de ellas se produjo inhibición contra la cepa S. aureus, sobre la cual el extracto 

etanólico de donde obtuvieron las fracciones, mostró actividad inicialmente. Por lo que para 

continuar con el estudio del aislamiento de los posibles metabolitos secundarios causantes de 

la actividad antimicrobiana se utilizaran las fracciones polares: FA, FM y FQ. 
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Tabla 19. Tabla resumen con los valores MIC de las fracciones y las mezclas de fracciones obtenidas de K. cistoidea 

contra las bacterias: Escherichia coli, Staphylococcus aureus y Pseudomonas aeruginosa. 

Extracto etanólico y Fracciones 

disueltas en EtOH 70% 

MIC mg/mL 

Escherichia coli Staphylococcus aureus Pseudomonas aeruginosa 

K. cistoidea (Pa) 

 (Extracto etanólico) 

S/A 1 mg/mL S/A 

FH S/A S/A S/A 

FD S/A S/A S/A 

FA S/A S/A S/A 

FM S/A S/A S/A 

FQ S/A S/A S/A 

FD + FA S/A S/A 1 mg/mL 

FA + FM S/A S/A 1 mg/mL 

FA + FQ S/A 1 mg/mL 1 mg/mL 

FD + FA + FM S/A 1 mg/mL S/A 

FD + FA + FQ S/A 1 mg/mL S/A 

FD + FM + FQ S/A 1 mg/mL S/A 

FA + FH + FM S/A 1 mg/mL S/A 

FA + FH + FQ S/A 1 mg/mL S/A 

FA + FM + FQ S/A 0.5 mg/mL y 1 mg/mL S/A 

FH + FM + FQ S/A 1 mg/mL S/A 

FD + FA + FH + FM S/A 1 mg/mL S/A 

FD + FA + FH + FQ S/A 0,5 y 1 mg/mL S/A 

FD + FA + FM + FQ S/A 0,5 y 1 mg/mL S/A 

FD + FH + FM + FQ S/A 1 mg/mL S/A 

FA + FH + FM + FQ S/A 0,5 y 1 mg/mL S/A 
S/A: Sin actividad. 
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6.4. Objetivo específico 4 

Purificar y caracterizar los metabolitos secundarios de las fracciones seleccionadas en el 

objetivo específico 3 a través de diversas técnicas cromatográficas y espectroscópicas con 

el fin de obtener la identidad química de los responsables de la actividad. 

 

6.4.1. Análisis del perfil cromatográfico de la fracción de diclorometano (FD) de P. chilensis 

(f) mediante Cromatografia de Gases acoplado a masas (GC-MS). 

 

La fracción más activa y selectiva (FD) de P. chilensis (f) contra el cáncer de mama (MCF-

7) se analizó mediante GC-MS y los resultados se muestran en la Tabla 20 y Figura 28. En 

esta fracción se encontraron tres grupos de compuestos, principalmente ácidos grasos: ácido 

hexadecenoico, ácido octadecanoico, ácido mirístico y 2-monoestearina con un 8,76% de la 

composición. Azúcares como la sacarosa y la β-D-alopiranosa con un 2,21% de la 

composición, y polioles incluyendo el 1,3-propanodiol, el D-pinitol y el mioinositol, con un 

8,76% de la composición total de la fracción. El análisis GC-MS de la fracción de 

diclorometano (FD) de P. chilensis mostró la presencia de ácidos grasos que han sido 

identificados en otras plantas pertenecientes a la familia Zygophyllaceae: Zygophyllum 

fabago, Z. album, Z. luntii, Tribulus terrestris, Peganum harmala y Nitraria sibirica 

(Asilbekova et al., 2010; Erdemoglu and Kusmenoglu, 2003; Hashim et al., n.d.; Moustafa 

et al., 2007; Shah et al., 2020; Xu et al., 2018). 

 

Tabla 20. Compuestos mayoritarios identificados mediante analisis de GC-MS de la fraccion de diclorometano de P. 

chilensis (f). 

No. Tr  

(Min) 

Componentes 

Principales 

IRa IR Ref b Match Fórmula 

Molecular 

% Area 

1 9,4669 1,3-propanodiol 1053 1073 928 C3H8O2 0,48 

2 14,125 Urea 1169 1243 899 CH4N2O 0,19 

3 27,92 D-pinitol 1762 1815 894 C7H14O6 7,11 

4 29,002 Mioinositol 1819 1930 913 C6 H12O6 1,17 

5 30,701 β-D-allopiranosa 1912 1829 902 C6 H12O6 1,32 

6 31,176 Acido hexadecanoico  1939 2039 940 C16H32O2 0,88 

7 34,512 Acido octadecanoico  2235 2236 926 C18H36O2 0,87 

8 37,104 Acido Miristico  2399 2424 899 C14H28O2 0,31 

9 41,43 Sucrosa 2696 2610 950 C12H22O11 0,89 

10 42,168 2-monostearino 2751 2775 895 C21H42O4 1,31 
IRa: Indices de retención relativos a los n-alcanos C7-C40 en la columna capilar BP-5MS. IRb Indices de retención 

reportados. 
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Figura 24. Cromatograma del perfil cromatográfico de la fracción de diclorometano (FD) de la planta Pintoa chilensis. 

 

 

Se ha descrito que la actividad anticancerígena del ácido hexadecanoico (ácido palmítico) 

induce la detención del ciclo celular promoviendo la apoptosis del neuroblastoma humano y 

el cáncer de mama (Hardy et al., 2000; Hsiao et al., 2014; Pereira et al., 2013; Sangpairoj et 

al., 2022). También puede inhibir la proliferación de células de hepatoma modificando la 

fluidez de la membrana y bloqueando el metabolismo de la glucosa (Lin et al., 2017). El 

ácido palmítico suprime significativamente el crecimiento de células de cáncer de próstata 

in vitro e in vivo al inducir la detención de la fase G1. Además, podría inhibir la metástasis 

de las células de cáncer de próstata (Zhu et al., 2021), convirtiéndose en un componente 

prometedor en la inhibición del cáncer de colon mediante la inducción de la apoptosis y la 

detención del ciclo celular (Bharath et al., 2021). Asimismo, el ácido palmítico puede 

promover la metástasis pulmonar de los melanomas al inducir la migración y la invasión 

celular (Zhang et al., 2022). También se ha descrito el efecto del ácido palmítico (AP) en 

múltiples líneas celulares de cáncer gástrico humano (Yu et al., 2023). El ácido esteárico 

(estearato o ácido octadecanoico) es un ácido graso saturado de 18 carbonos que ha 

demostrado inhibir la invasión y la proliferación e inducir la apoptosis en varios tipos de 

células humanas, preferentemente en células de cáncer de mama, e implica a la proteína 

quinasa C en la cascada de señalización (Evans et al., 2009).  
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Figura 25. Estructura química del ácido palmítico, identificado en la fracción de diclorometano de Pintoa chilensis (f). 

 

La β-D-alopiranosa (D-alosa) es un azúcar poco frecuente en la naturaleza y, debido a su 

cantidad muy limitada y al elevado coste de su síntesis, sus funciones fisiológicas son muy 

limitadas, este azúcar inhibe el crecimiento de células de carcinoma de ovario (OVCAR-3) 

in vitro (Sui et al., 2005). Además, la D-alosa tiene un efecto inhibidor dependiente de la 

dosis en células cancerosas (HepG52) reduciendo el crecimiento celular e induciendo la 

muerte celular (Sui et al., 2005; Yamaguchi et al., 2008). Además, se ha informado del 

mecanismo del efecto antiproliferativo de la D-alosa en líneas celulares de cáncer de 

próstata (HRPC) que implica la inducción de la muerte celular programada, la apoptosis 

(Jeong et al., 2011). Además, se ha informado de que la D-alosa muestra cierta eficacia en 

otros tipos de cáncer, como el cáncer de páncreas, el cáncer de vejiga y el cáncer de cuello 

de útero (Naha et al., 2008; Tohi et al., 2022; Yokohira et al., 2008; Zheng et al., 2022). 

 

Figura 26. Estructura química de la β-D-alopiranosa, identificada en la fracción de diclorometano de Pintoa chilensis (f). 

 

El D-pinitol es un poliol que se ha encontrado en más de 20 fuentes vegetales, y su 

contenido más alto se encuentra en las vainas de algarrobo, con un 5,5% (Azab, 2022; 

Brassesco et al., 2021; Pandi et al., 2022), un componente importante de la medicina 

ayurvédica; las propiedades medicinales y de otro tipo del D-pinitol han sido ampliamente 

estudiadas y publicadas, incluida la actividad anticancerígena (Azab, 2022; Pandi et al., 

2022; Tiwari et al., 2020). El D-pinitol suprime la activación del NF-KB (complejo proteico 

que controla la transcripción del ADN) inducida por la estimulación inflamatoria y 

carcinogénica utilizando células mieloides humanas KBM-5 (Sethi et al., 2008). El efecto 

del D-pinitol en células humanas de cáncer de próstata (PC3 y DU145) a concentraciones 

no citotóxicas se evaluó reduciendo la expresión del ARNm y de la superficie celular de la 

integrina αvβ3. Además, el D-pinitol ejerció sus efectos inhibidores reduciendo la 

fosforilación de la quinasa de adhesión focal (FAK), la actividad de la quinasa c-Src y la 

activación de NF-kB (Lin 2013), inhibe significativamente la proliferación de células MCF-

7 de forma dependiente de la concentración e induce la apoptosis celular (Rengarajan et al., 

2014). Asimismo, el D-pinitol redujo la invasión inducida por TNF-α de las células LNCaP 

de cáncer de próstata suprimiendo la actividad de NF-κB (Jayasooriya et al., 2015). El D-

pinitol induce la apoptosis, inhibe la transición epitelio-mesénquima (EMT) e inhibe la 

metástasis mesenquimal (EMT) y la detención del ciclo celular en células epiteliales 

escamosas (OSCC). Además, induce la apoptosis en células leucémicas humanas mediante 

la generación de ROS intracelulares y la modulación de la expresión de proteínas 

apoptóticas (Yao et al., 2020). Por otro lado, el D-pinitol tiene una excelente actividad 
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antioxidante que puede deberse a su capacidad para eliminar los radicales estables DPPH, 

superóxido, óxidos nítricos y radicales libres inducidos por DMBA (Rengarajan et al., 

2014). También se destaca el aislamiento e identificación de D-pinitol en otras plantas 

pertenecientes a la familia Zygophyllacea, como Tribulus cistoides (Achenbach et al., 1994, 

1996). 

 

 

Figura 27. Estructura química del D-pinitos, identificado en la fracción de diclorometano de Pintoa chilensis (f). 

 

Los inositoles son una familia de polioles presentes en las membranas plasmaticas. Se 

conocen nueve formas de inositol; el mio-inositol (MI) es la forma dominante de inositoles 

en el contenido intracelular (Facchinetti et al., 2015). En los últimos años, el MI se ha 

recomendado ampliamente como posible agente quimiopreventivo (Lam et al., 2006), ya 

que desempeña numerosas funciones biológicas, incluida la modulación de la progresión 

del ciclo celular, la apoptosis y la diferenciación (Amabile et al., 2021; Bizzarri et al., 2018, 

2016; Chhetri, 2019; Roh and Lee, 2018; Yang et al., 2023). Por último, a pesar de la 

discusión anterior sobre el efecto citotóxico de los principales componentes identificados 

en la fracción de diclorometano, no se descarta el efecto sinérgico entre ellos. 

 

 

Figura 28. Estructura química del mio-inositol, identificado en la fracción de diclorometano de Pintoa chilensis (f). 

 

 

6.4.2. Fraccionamiento de la fracción de diclorometano (FD) y purificación de moléculas de 

S. acutus (Pa). 

 

La fracción de diclorometano (FD) fue sometida a una separación en columna empleando 

Sephadex LH-20 y utilizando como fase móvil una mezcla de n-hexano-CH2Cl2-MeOH 

(2:1:1). Obteniendo 50 subfracciones reagrupadas en 7.  
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Fracción de diclorometano (FD) 
de Skytanthus acutus (Pa)

900  mg

FD1

0,5 mg 
(0,1%)

FD2

15,9 mg 
(1,8%)

FD3

120,4 mg 
(13,4%)

FD4

522,4 mg 
(58%)

FD5

75,9 mg 
(8,4%)

FD6

60,4 mg 
(12,1%)

FD7

82,5 mg 
(9,2%)

Sephadex LH-20

n-hexano-CH2Cl2-MeOH
(2:1:1)

 
 

 

 

 

 

 

 

 

Seguidamente se evaluó la actividad antiproliferativa de las mismas (Tabla 21 y Figura 29). 

Las subfracciones FD3 – FD7 mostraron excelente actividad antiproliferativa, con valores de 

IG50 entre 1 – 36 µg/mL (Figura 29). Sin embargo, las subfracciones FD5 y FD6 mostraron 

valores de IG50 <0,625 µg/mL para 4 (A549, HBL-100, HeLa y SW1573) y 5 (A549, HBL-

100, HeLa, SW1573 y T-47D) líneas celulares estudiadas, respectivamente. Considerando 

estos resultados, se seleccionaron estas subfracciones junto con la subfracción FD4 para poder 

aislar y caracterizar los compuestos causantes de la actividad antiproliferativa. 

 
Tabla 21. Valores de IG50 (µg/mL) de las subfracciones obtenidas del fraccionamiento de la fracción de diclorometano de 

S. acutus (Pa), contra seis líneas celulares tumorales humanas: A549, HBL-100, HeLa, SW1573, T-47D y WiDr. 

            Concentración máxima estudiada: 62,5 µg/mL. * Fracciones activas. 

 

 

 

 

 

 

 

Subfracciones IG50 (µg/mL) 

A549 HBL-100 HeLa SW1573 T-47D WiDr 

FD1 62 62 62 62 62 62 

FD2 62 62 62 62 62 62 

FD3 19 20 18 19 24 30 

FD4* 6,3 15 13 11 30 21 

FD5* <0,625 <0,625 <0,625 <0,625 1,4 2,0 

FD6* <0,625 <0,625 <0,625 <0,625 <0,625 0,64 

FD7 25 36 23 26 33 36 

Esquema 4. Fraccionamiento de la fracción de Diclorometano (FD), obtenida del extracto etanólico de S. acutus (f). 

Figura 29. IG50 (µg/mL) de las subfracciones de la fracción de diclorometano de S. acutus (Pa) contra seis líneas celulares 

tumorales humanas: A549, HBL-100, HeLa, SW1573, T-47D y WiDr. 
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Fracción de diclorometano 
(FD4) de Skytanthus acutus (Pa) 

522,4 mg

FD41  

6,6 mg

(1,3%) 

FD42 

12,21 mg

(2,3%) 

FD43 

99,87 mg

(19,1%) 

FD44

121,04 mg

(23,2%) 

FD45 

44,22 mg

(8,5%) 

FD46 

16,54 mg

(3,2%) 

FD47 

101,50 mg

(19,4%) 

FD48

0,6 mg

(0,1%) 

FD49 

0,3 mg

(0,06) 

CC Silica gel

n-hexano (100%) - MeOH (100%)

Fracción de diclorometano (FD43) de 
Skytanthus acutus (Pa)

99,87  mg

FD431

0,4 mg 

(0,4%)

FD432

7,6 mg 

(7,6%)

FD433

49,6 mg 

(49,7%)

FD434

5,9 mg 

(5,9%)

FD435

0,4 mg 

(0,4%)

FD436

1,2 mg 

(1,2%)

FD437

6,8 mg 

(6,8%)

CC Silica gel

n-hexano (100%) - MeOH (100%)

6.4.2.1.    Purificación de la subfracción FD4 obtenida a partir de la fracción de 

diclorometano de S. acutus (Pa). 

La subfracción FD4 fue purificada mediante una separación en columna flash de Sílica gel. 

La fase móvil fue una mezcla de solventes de polaridad creciente: n-hexano (100%) – 

MeOH (100%), obteniendo 35 subfracciones reagrupadas en 9 (Esquema 6). Las 

fracciones mayoritarias (FD43, FD44 y FD47) fueron purificadas mediante cromatografía 

de columna. 

 

 

 

 

 

 

6.4.2.1.1    Purificación de la subfracción FD43 obtenida a partir de la fracción de 

diclorometano de S. acutus (Pa). 

La subfracción FD43 fue purificada mediante una separación en columna flash de Sílica gel. La fase 

móvil fue una mezcla de solventes de polaridad creciente: n-hexano (100%) – MeOH (100%), 

obteniendo 7 subfracciones (Esquema 7). Las fracciones mayoritarias (FD432 y FD433) fueron 

analizadas por espectroscopía de 1H-RMN. 

 

 

 

 

 

 

Esquema 5. Separación de la fracción FD4 de diclorometano de S. acutus (Pa), junto a los porcentajes de rendimiento obtenidos. 

Esquema 6. Separación de la fracción FD43 de diclorometano de S. acutus (Pa), junto a los porcentajes de 

rendimiento obtenidos. 
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Subfracciones FD432 y FD433 de 

Skytanthus acutus 

15 mg

Subfracción 1

3,2 mg

Subfracción 2

6,9 mg

Subfracción 3

5 mg

HPLC

Silica gel

n-hexano (100%) - AcOEt (100%)

96 subfracciones

6.4.2.1.1.1. Elucidación estructural de las subfracciones mayoritarias obtenidas de FD43. 

Al analizar el espectro de 1H-RMN de las subfracciones mayoritarias FD432 y FD433 se observó 

una mezcla de compuestos con señales características de triterpénicos con núcleo esteroidal (Figura 

30).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Considerando lo observado en el espectro de 1H-RMN de la mezcla, se decidió separar los 

compuestos mediante cromatografía líquida de alta eficiencia (HPLC), utilizando una 

columna semipreparativa de sílica gel como fase estacionaria y una mezcla de solventes de 

polaridad creciente desde n-hexano (100%) – AcOEt (100%) en modo gradiente, 

obteniendo 98 subfracciones reagrupados en 3 subfracciones al analizar la cromatografía de 

capa fina (Esquema 8, Figura 31 y Figura 32). 
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Figura 30. Espectro de 1HRMN (600 MHz, CD3OD) de la mezcla de compuestos triterpénicos. 

Esquema 7. Separación de las subfracciones FD432 y FD433 de S. acutus (Pa), utilizando HPLC preparativo. 
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Figura 31. Cromatograma de las subfracciones obtenidas a través de la separación de la mezcla mediante HPLC 

preparativo. 

 

 

Figura 32. Cromatografía de capa fina de las subfracciones obtenidas a través de la separación de la mezcla mediante 

HPLC preparativo. 

 

Las tres subfracciones fueron analizadas por RMN de 1H y 13C para su elucidación 

estructural. La elucidación estructural de la subfracción 1 (compuesto 1) se realizó 

utilizando técnicas espectroscópicas de RMN mono y bidimensionales, así como 

espectrometría de masas. El espectro de alta resolución (+)-HRESI-TOFMS muestra el ion 

[M - 1]+ a m/z 455,3525 que se corresponde con la fórmula molecular C30H48O3 (456,36) 

(Figura 34). 

La estructura de naturaleza triterpénica del compuesto se dedujo de manera inequívoca al 

analizar los espectros de 1H-RMN en CD3OD (Tabla 22). El espectro mostró dos señales a 

δH 4,67 y 4,55 ppm, correspondiente a dos protones vinílicos exocíclicos. También se 

observó una señal a δH 3.10 ppm, correspondiente a un protón carbinólico. Otra señal a δH 

3,00 ppm, correspondiente a un protón α a un sistema vinílico. Finalmente se observaron 

seis grupos metilos a δH 1,65; 0,97; 0,93; 0,91; 0,82 y 0,71 ppm. 
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Figura 33. Espectro de masas de alta resolución del compuesto 1. 

Tabla 22. Datos de 1H-RMN y 13C-RMN del compuesto 1: ácido betulínico (600 MHz, CD3OD). 

Asignación δC δH DEPT-135 

1 40,1 2,30 (td, J = 1,2; 2,4; 8,2 Hz, 1H)  

0,91 (m, 1H) 

CH2 

2 28,1 1,58 (m, 11H) CH2 

3 79,7 3,09 (dd, J = 3,2 y 7,6 Hz) CH 

4 38,2 - C 

5 56,9 0,67 (m, 1H) CH 

6 19,6 1,65 (m, 2H) CH2 

7 35,6 1,31 (m, 11H) CH2 

8 43,6 - C 

9 50,5 1,58 (m, 3H) CH 

10 42,0 - C 

11 22,1 1,31 (m, 11H) CH2 

12 26,9 1,65 (m, 2H) CH2 

13 40,0 1,65 (m, 2H) CH 

14 40,1 - C 

15 30,9 1,31 y 1,13 (m, 1H) CH2 

16 31,8 1,88 y 1,31 (m, 1H) CH2 

17 57,6 - C 

18 52,0 1,31 – 1,33 (m, 11H) CH 

19 52,0 3,05 – 3,01 (m, 1H) CH 

20 152,1 - C 

21 33,5 2,20 (dt, J = 2,0; 6,4 Hz, 1H) CH2 

22 38,3 1,88 y 1,31 (m, 1H) CH2 

23 28,6 0,93 (s, 3H) CH3 

24 16,1 0,71 (s, 3H) CH3 

25 17,6 0,82 (s, 3H) CH3 

26 17,6 0,97 (s, 3H) CH3 

27 15,1 0,91 (s, 3H) CH3 

28 185,8 - C 

29 110,1 4,67 y 4,55 (s, 1H) CH2 

30 19,4 1,65 (s, 3H) CH3 
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El análisis del espectro de 13C-RMN (Tabla 22), muestra la presencia de 30 carbonos. Una 

señal a δC 185,8 ppm asignado a un carbonilo de ácido. Dos señales a δC 152,1 y 110,1 ppm 

atribuibles a carbonos vinílicos. Una señal a δC 79,7 ppm atribuible a un carbono 

carbinólico. Otra señal a δC 50,6 ppm atribuible a un carbono α a un carbono vinílico. 

También se observaron seis señales a δC 28,6; 19,4; 17,6; 16,10 y 15,1 ppm atribuibles a 

carbonos metílicos. El estudio de los experimentos de RMN 2D realizados incluyeron 1H-
1H-COSY, HMBC y HSQC los cuales permitieron establecer la estructura del compuesto 

como un triterpeno pentacíclico conocido como ácido betulínico (Figura 34), previamente 

reportado (Noviany and Osman, 2021) (Tabla 23). Sin embargo, es la primera vez que se 

reporta este compuesto para esta especie de planta. 

Tabla 23. Comparación de los datos de 1H-RMN y 13C-RMN del compuesto 1: ácido betulínico (600 MHz, CD3OD), 

junto con lo reportado por Noviany 2021 (400 MHz, DMSO-d6). 

 

Asignación 

 

δC 

 

δH 

Referencia 

Noviany 2021 

δC  

Referencia Noviany 

2021 

δH  

1 40,1 2,30 (td, J = 1,2; 2,4; 8,2 Hz, 1H)  

0,91 (m, 1H) 

40,2 1,52, dd (11,2; 9,4) y 1,57 – 

1,58, m 

2 28,1 1,58 (m, 11H) 28,2 1,43 – 1,45, m 

3 79,7 3,09 (dd, J = 3,2 y 7,6 Hz) 79,8 2,95 – 2,98, m 

4 38,2 - 39,9 - 

5 56,9 0,67 (m, 1H) 57,63 0,61 – 0,63, m 

6 19,6 1,65 (m, 2H) 19,6 1,48 – 1,50, m 

1,31 – 1,33, m 

7 35,6 1,31 (m, 11H) 35,7 1,31 – 1,33, m y 1,45 – 

1,47, m 

8 43,6 - 43,7 - 

9 50,5 1,58 (m, 3H) 50,6 1,58 – 1,60, m 

10 42,0 - 42,1 - 

11 22,1 1,31 (m, 11H) 22,2 1,23, s 

12 26,9 1,65 (m, 2H) 27,0 0,97 – 0,99, m y 1,63 – 

1,65, m 

13 40,0 1,65 (m, 2H) 39,8 2,21 – 2,24, m 

14 40,1 - 40,2 - 

15 30,9 1,31 y 1,13 (m, 1H) 30,9 1,17 – 1,19, m y 1,23 – 

1,25, m 

16 31,8 1,88 y 1,31 (m, 1H) 31,9 1,36 – 1,38, m y 2,13, dd 

(11,3; 9) 

17 57,6 - 49,7 - 

18 52,0 1,31 – 1,33 (m, 11H) 49,6 1,52 – 1,54, m 

19 52,0 3,05 – 3,01 (m, 1H) 49,7 2,91 – 2,94, m 

20 152,1 - 152,1 - 

21 33,5 2,20 (dt, J = 2,0; 6,4 Hz, 1H) 31,8 1,77, d (6,9; 7,5) y 1,36 – 

1,38, m 

22 38,3 1,88 y 1,31 (m, 1H) 38,2 183, d (6,9; 4,3) y 1,42 – 

1,44, m 

23 28,6 0,93 (s, 3H) 28,1 0,87, s 

24 16,1 0,71 (s, 3H) 16,3 0,65, s 

25 17,6 0,82 (s, 3H) 16,7 0,70, s 

26 17,6 0,97 (s, 3H) 16,9 0,93, s 

27 15,1 0,91 (s, 3H) 15,3 0,87, s 

28 185,8 - 180,2 - 

29 110,1 4,67 y 4,55 (s, 1H) 110,3 4,56 y 4,69, s 

30 19,4 1,65 (s, 3H) 19,6 1,64, s 
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Figura 34. Estructura química del compuesto 1: ácido betulínico. 

 

El análisis de 1H-RMN de la subfracción 2 mostró una mezcla de compuestos triterpénicos, 

isómeros del compuesto 1, cuya elucidación fue discutida anteriormente. Esta mezcla fue verificada 

debido a la presencia de dos tripletes solapados en δH 5,24 y 5,23 ppm (Figura 35 y 36) que 

integran para dos protones, posiblemente protón vinílico del ácido oleanólico. Además, en el 

espectro de 13C-RMN se observan 60 carbonos (Figura 37), lo que confirma la presencia de la 

mezcla. Por otro lado, se confirma que ambos compuestos son isómeros del compuesto 1 ya que en 

el espectro de masas de alta resolución (+)-HRESI-TOFMS muestra el ion [M - 1]+ a m/z 455,4 y el 

ion molecular a m/z 456,4 que se corresponde con la fórmula molecular C30H48O3 (456,36) (Figura 

38). 
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Figura 35. Espectro de 1HRMN (600 MHz, CD3OD) de la subfracción 2: mezcla de compuestos 

triterpénicos. 



Arrieche, Dioni. 

74 
 

5.105.155.205.255.305.355.40 ppm

5
.
2
2
9

5
.
2
3
7

5
.
2
4
4

5
.
2
4
9

2
.
0
0

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 
 
 

 

 

Figura 37. Espectro de 13C-RMN (600 MHz, CD3OD) de la subfracción 2: mezcla de compuestos triterpénicos. 
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Figura 36. Ampliación del espectro de 1HRMN (600 MHz, CD3OD) de la subfracción 2: mezcla de 

compuestos triterpénicos. 
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Figura 38. Espectro de masas de alta resolución de la subfracción 2: Mezcla de compuestos triterpénicos. 

 

 

Se procedió a la separación de la mezcla de isómeros mediante una reacción de metilación 

con diazometano del ácido carboxílico presente en la estructura (Figura 39). Seguidamente 

se intentó la separación del producto de la reacción mediante cromatografía flash en 

cartuchos de sílica gel (Si60), utilizando una mezcla de hexano/ AcOEt. Al analizar el 

espectro de 1H-RMN (Figura 40), se observó la mezcla de compuesto, pero a diferencia del 

espectro de 1H-RMN (Figura 36) se observa una mejora en la resolución de los tripletes en 

δH 5,24 y 5,23 ppm (Figura 41 y Figura 42). También se intentó la separación de la 

mezcla utilizando una columna semipreparativa quiral, pero no se logró la separación de 

estos. 

 

 

Figura 39. a) Reacción de metilación del ácido carboxílico con diazometano (CH2N2). b) TLC de la reacción. 
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Figura 40. Espectro de 1HRMN (400 MHz, CDCl3) de la subfracción 2 metilada: mezcla de compuestos triterpénicos 

metilados. 

 
 

 

Figura 41. Ampliación del espectro de 1HRMN (400 MHz, CDCl3) de la subfracción 2 metilada: mezcla de compuestos 

triterpénicos metilados. 
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a)                                                               b) 

Figura 42. Comparación de las ampliaciones del espectro de 1HRMN (400 MHz, CDCl3) de la subfracción 2 sin metilar 

(a) y metilada (b). 

 

Finalmente, no se pudo realizar la separación de la mezcla de isómeros (relación 2:1) de la 

subfracción 2. Sin embargo, por medio del análisis de RMN se pudo asignar la posible 

estructura del isómero del ácido oleanólico metilado (Compuesto 3), así como el ácido 

oleanólico metilado (Compuesto 2). 

La estructura de naturaleza triterpénica del compuesto 2 se dedujo al analizar los espectros 

de 1H-RMN en CD3OD (Tabla 24). El espectro mostró dos señales a δH 5,27 y 5,24 ppm, 

correspondiente a dos protones vinílicos. También se observaron dos señales a δH 3,62 y 

3,60 ppm, correspondiente a protones metoxílicos. Otra señal a δH 3,21 ppm, 

correspondientes a protones carbinólicos y dos señales a δH 2,85 y 2,22 ppm, 

correspondientes a protones alifáticos cabeza de puente. Finalmente se observaron once 

grupos metilos a δH 0,98; 0,94; 0,92; 0,91; 0,90; 0,89; 0,86; 0,84; 0,77; 0,72 y 0,71 ppm. 

El análisis del espectro de 13C-RMN (Tabla 24), muestra la presencia de 60 carbonos. Dos 

señales a δC 178,3 y 178,1 ppm asignados a carbonilos de ésteres. Dos señales a δC 143,8 y 

138,1 ppm atribuibles a carbonos vinílicos. Dos señales a δC 79,1 y 79,0 ppm atribuibles a 

carbonos carbinólicos. Dos señales a δC 51,5 y 51,4 ppm atribuibles a carbonos metoxílicos. 

También se observaron diez señales a δC 33,1; 32,4; 28,1; 26,0; 23,7; 21,2; 16,9; 15,6; 15,4 

y 15,3 ppm atribuibles a carbonos metílicos. El estudio de los experimentos de RMN 2D 

realizados incluyeron 1H-1H-COSY, HMBC y HSQC los cuales permitieron establecer las 

estructuras de los compuestos, así como su relación (2:1), ambos compuestos como 

triterpenos pentacíclicos metilados del ácido oleanólico y su isómero (Figura 39), el ácido 

oleanólico es un compuesto ampliamente reportado (Ayeleso et al., 2017; Castellano et al., 

2022). Sin embargo, es la primera vez que se reporta este compuesto para esta especie de 

planta. 
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Tabla 24. Datos de 1H-RMN y 13C-RMN de los compuestos 2: ácido oleanólico metilado y 3: isómero del ácido 

oleanólico metilado (400 MHz, CDCl3). 

 

Asignación 

Compuesto 2 Compuesto 3 

δC δH δC δH 

1 38,4 1,60 (m) 38,6 160 (m) 

2 24,2 1,10 – 1,00 (m) 23,4 1,90 (m) 

3 79,0 3,20 (dd, J = 4,78 y 11 Hz) 79,1 3,20 (dd, J = 4,78 y 11 Hz) 

4 37,0 - 38,8 - 

5 55,2 0,72 (m) 52,9 1,32 (m) 

6 18,3 1,53 (m) 17,04 0,85 (m) 

7 32,4 1,68 (m) 27,71 1,60 (m) 

8 39,5 - 39,3 - 

9 47,6 1,52 (m) 47,6 1,52 (m) 

10 36,7 - 41,6 - 

11 23,3 1,90 (m) 22,7 1,60 (m) 

12 125,6 5,24 (t, J = 3,8 y 7,6 Hz) 33,9 1,18 (m) 

13 138,2 - 37,0 - 

14 46,7 - 143,8 - 

15 27,2 1,60 (m) 122,4 5,27 (t, J = 3,6 y 7,5 Hz) 

16 23,1 1,60 (m) 30,7 1,25 (m) 

17 39,0 - 48,10 - 

18 41,5 2,85 (dd, J = 4,4 y 14 Hz) 39,9 2,22 (d, J = 11 Hz) 

19 45,9 1,62 y 1,14 (m) 45,9 1,62 y 1,14 (m) 

20 31,6 - 30,70 - 

21 33,0 1,48 (m) 33,0 1,48 (m) 

22 32,7 1,68 (m) 28,0 1,03 – 1,12 (m) 

23 28,1 0,98 (s) 28,1 0,84 (s) 

24 15,6 0,91 (s) 15,6 0,71 (s) 

25 15,3 0,71 (s) 15,4 0,73 (s) 

26 16,9 0,89 (s) 23,6 0,98 (s) 

27 26,0 0,92 (s) 21,2 0,86 (s) 

28 178,1 - 178,3 - 

29 33,1 0,90 (s) 32,4 0,94 (s) 

30 23,7 0,77 (s) 28,1 0,77 (s) 

OMe 51,6 3,62 (s) 51,5 3,60 (s) 

 

 

 

Figura 43. Estructuras químicas del compuesto 2: ácido oleanólico metilado y el compuesto 3: isómero del ácido 

oleanólico metilado. 
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La elucidación estructural de la subfracción 3 (compuesto 4) se realizó utilizando técnicas 

espectroscópicas de RMN mono y bidimensionales, así como espectrometría de masas. El 

espectro de alta resolución (+)-HRESI-TOFMS muestra el ion a m/z 456,4 que se 

corresponde con la fórmula molecular C30H48O3 (456,36) (Figura 40). 

 

 

Figura 44. Espectro de masas de alta resolución del compuesto 4. 

La estructura de naturaleza triterpénica del compuesto (compuesto 4), isómero del ácido 

betulínico, se dedujo de manera inequívoca al analizar los espectros de 1H-RMN en CD3OD 

(Tabla 25). El espectro mostró tres señales características a δH 5,28, correspondiente a un 

protón vinílico. También se observó una señal a δH 3,22 ppm, correspondiente a un protón 

carbinólico. Otra señal a δH 2,82 ppm, correspondiente a un protón alifático cabeza de 

puente. Finalmente se observaron siete grupos metilos a δH 1,13; 0,98; 0,92; 0,91; 0,90; 

0,77 y 0,74 ppm. 

El análisis del espectro de 13C-RMN (Tabla 25), muestra la presencia de 30 carbonos. Una 

señal a δC 183,3 ppm asignado a un carbonilo de ácido. Dos señales a δC 143,6 y 122,6 ppm 

atribuibles a carbonos vinílicos. Una señal a δC 79,0 ppm atribuible a un carbono 

carbinólico. Otra señal a δC 41,6 ppm atribuible a un carbono α a un carbono vinílico. 

También se observaron siete señales a δC 33,0; 28,1; 25,9; 23,6; 17,10; 15,5 y 15,3 ppm 

atribuibles a carbonos metílicos. El estudio de los experimentos de RMN 2D realizados 

incluyeron HMBC y HSQC los cuales permitieron establecer la estructura del compuesto 

como un triterpeno pentacíclico conocido como ácido oleanólico (Figura 41), previamente 

reportado (Seebacher et al., 2003) (Tabla 26). Sin embargo, es la primera vez que se 

reporta este compuesto para esta especie de planta. 
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Tabla 25. Datos de 1H-RMN y 13C-RMN del compuesto 4: ácido oleanólico (600 MHz, CD3OD). 

Asignación δC δH DEPT-135 

1 38,4 1,66 (m, 8H) CH2 

2 27,2 1,66 (m, 8H) CH2 

3 79,0 3,22 (dd, J = 4,6; 11 Hz, 1H) CH 

4 38,7 - C 

5 55,2 0,72 (s, 1H) CH 

6 18,3 1,30 (m, 6H) CH2 

7 32,4 1,98 (m, 1H) y 1,66 (m, 8H) CH2 

8 39,2 - C 

9 47,6 1,66 (m, 8H) CH 

10 37,1 - C 

11 23,4 1,96 (m, 1H) y 1,66 (m, 8H) CH2 

12 122,6 5,28 (t, J = 3.3 Hz, 1H) CH 

13 143,6 - C 

14 41,6 - C 

15 27,7 1,76 (m, 2H) y 1,10 (m, 1H) CH2 

16 22,9 1,89 (m, 2H) y 1,66 (m, 8H) CH2 

17 46,5 - C 

18 40,9 2,82 (dd, J = 4,2; 13,6 Hz, 1H) CH 

19 45,9 1,66 (m) CH2 

20 30,7 - C 

21 33,8 1,30 (m, 6H) CH2 

22 32,6 1,76 (m, 2H) y 1,66 (m, 8H) CH2 

23 28,1 0,98 (s, 3H) CH3 

24 15,5 0,92 (s, 3H) CH3 

25 15,3 0,74 (s, 3H) CH3 

26 17,1 0,77 (s, 3H) CH3 

27 25,9 1,13 (s, 3H) CH3 

28 183,3 - C=O 

29 33,0 0,91 (s, 3H) CH3 

30 23,6 0,90 (s, 3H) CH3 

 

 

Figura 45. Estructura química del compuesto 4: ácido oleanólico. 
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Tabla 26. Comparación de los datos de 1H-RMN y 13C-RMN del compuesto 4: ácido oleanólico (600 MHz, CD3OD), 

junto con lo reportado por Seebacher 2003 (600 MHz, Pyridine-d5). 

 

Asignación 

 

δC 

 

δH 

Referencia 

Seebacher 2003 

δC  

Referencia 

Seebacher 2003 

δH  

1 38,4 1,66 (m) 39,0 1,02 y 1,57 

2 27,2 1,66 (m) 28,1 1,82 

3 79,0 3,22 (dd) 78,2 3,44 (dd) 

4 38,7 - 39,4 - 

5 55,2 0,72 (s) 55,9 0,88 (d) 

6 18,3 1,30 (m) 18,8 1,58 y 1,39 

7 32,4 1,98 (m) y 1,66 (m) 33,4 1,53 y 1,36 

8 39,2 - 39,8 - 

9 47,6 1,66 (m) 48,2 1,71 

10 37,1 - 37,4 - 

11 23,4 1,96 (m) y 1,66 (m) 23,8 1,96 

12 122,6 5,28 (t) 12,6 5,49 (s) 

13 143,6 - 144,8 - 

14 41,6 - 42,2 - 

15 27,7 1,76 (m) y 1,10 (m) 28,4 1,22 y 2,19 

16 22,9 1,98 (m) y 1,66 (m) 23,8 2,12 y 1,96 

17 46,5 - 46,7 - 

18 40,9 2,82 (dd) 42,1 3,30 (dd) 

19 45,9 1,66 (m) 46,6 1,83 y 1,32 

20 30,7 - 31,0 - 

21 33,8 1,30 (m) 34,3 1,46 y 1,23 

22 32,6 1,76 (m) y 1,66 (m) 33,2 1,82 y 2,04 

23 28,1 0,98 (s) 28,8 1,24 (s) 

24 15,5 0,92 (s) 16,5 1,02 (s) 

25 15,3 0,74 (s) 15,6 0,93 (s) 

26 17,1 0,77 (s) 17,5 1,04 (s) 

27 25,9 1,13 (s) 26,2 1,30 (s) 

28 183,3 - 180,0 - 

29 33,0 0,91 (s) 33,4 0,97 (s) 

30 23,6 0,90 (s) 23,8 1,02 (s) 

 

 

6.4.2.2    Purificación de la subfracción FD44 obtenida a partir de la fracción de 

diclorometano de S. acutus (Pa). 

La subfracción FD44 fue purificada mediante una separación en columna flash de sílica gel. 

La fase móvil fue una mezcla de solventes de polaridad creciente: n-hexano (100%) – 

MeOH (100%), obteniendo 6 subfracciones (Esquema 9). Las fracciones mayoritarias 

(FD442, FD443 y FD444) fueron analizadas por espectroscopía de 1H-RMN, obteniendo 

los compuestos previamente analizados: ácido oleanólico (AO), ácido betulínico (AB) y el 

isómero del ácido oleanólico (IAO). 
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Esquema 8. Separación de la subfracción FD44 de S. acutus (Pa), utilizando cromatografía de columna flash. AO: ácido 

oleanólico (4), AB: ácido betulínico (1), IAO: Isómero del ácido oleanólico. 

 

 

6.4.2.1.3    Purificación de la subfracción FD47 obtenida a partir de la fracción de 

diclorometano de S. acutus (Pa). 

 

La subfracción FD47 fue purificada mediante una separación en columna flash de sílica gel. 

La fase móvil fue una mezcla de solventes de polaridad creciente: n-hexano (100%) – 

MeOH (100%), obteniendo 5 subfracciones (Esquema 10). La fracción mayoritaria 

(FD472) fue analizada por espectroscopía de 1H-RMN, obteniendo mezcla de dos 

compuestos previamente analizados: ácido oleanólico y ácido betulínico. 

 

 

 

 

Fracción de diclorometano (FD44) de 
Skytanthus acutus (Pa)

121,04  mg

FD441

0,2 mg 

(0,2%)

Descartada

FD442

8,5 mg 

(7%)

Mezcla de 

AO + AB

FD443

55,6 mg 

(46%)

Mezcla de 

AO + AB

FD444

12,4 mg 

(10,2%)

Mezcla de 

AO + IAO

FD445

2,3 mg 

(2%)

Descartada

FD446

1,2 mg 

(1%)

Descartada

CC Silica gel

n-hexano (100%) - MeOH (100%)
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Esquema 9. Separación de la subfracción FD47 de S. acutus (Pa), utilizando cromatografía de columna flash. AO: ácido 

oleanólico (4) y AB: ácido betulínico (1). 

6.4.2.2.    Purificación de la subfracción FD5 obtenida a partir de la fracción de 

diclorometano de S. acutus (Pa). 

La subfracción FD5 fue purificada mediante una separación en columna flash de sílica gel. La fase 

móvil fue una mezcla de solventes de polaridad creciente: n-hexano (100%) – n-hexano/ AcOEt 

(7:3), obteniendo 14 subfracciones reagrupadas en 6 (Esquema 11). Una de las fracciones 

mayoritarias (FD55) fue analizada por RMN de 1H y 13C para su elucidación estructural. 

Fracción de diclorometano (FD47) de 
Skytanthus acutus (Pa)

101,50  mg

FD471

2,6 mg 

(1,8%)

Descartada

FD472

86,2 mg 

(84,3%)

Mezcla de 

AO + AB

FD473

4,1 mg 

(3,5%)

Descartada

FD474

9,7 mg 

(7,8%)

Descartada

FD475

4,1 mg 

(3,4%)

Descartada

CC Silica gel

n-hexano (100%) - MeOH (100%)
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Esquema 10. Separación de la fracción FD5 de diclorometano de S. acutus (Pa), junto a los porcentajes de rendimiento 

obtenidos. 

 

6.4.2.2.1    Elucidación estructural de la subfracción FD55 (Compuesto 5) de 

diclorometano de S. acutus (Pa). 

La elucidación estructural se realizó utilizando técnicas espectroscópicas de RMN mono y 

bidimensionales, así como espectrometría de masas. Adicionalmente se determinó la 

rotación óptica del mismo. El espectro de alta resolución (+)-HRESI-TOFMS muestra el 

ion [M + H]+ a m/z 184,2 que se corresponde con la fórmula molecular C11H21NO (183,16) 

(Figura 46). 

 

Fracción de diclorometano (FD5) de 
Skytanthus acutus (Pa)

75,9  mg

FD51

6,6 mg 

(8,7%)

FD52

6,5 mg 

(8,6%)

FD53

11,5 mg 

(15,2%)

FD54

18,5 mg 

(24,4%)

FD55

11,8 mg 

(15,5%)

FD56

13 mg 

(12,1%)

CC Silica gel

n-hexano (100%) - n-hexano/ AcOEt (7:3)
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Figura 46. Espectro de masas de alta resolución del compuesto 5. 

 

La estructura de naturaleza alcaloidal del compuesto se dedujo de manera inequívoca al 

analizar los espectros de RMN en CD3OD (Tabla 27). El espectro mostró tres señales a δH 

3,36; 3,26; 3,21 y 3,17 ppm, correspondiente a siete protones α a átomos de Nitrógeno. 

También se observaron nueve señales en la región entre δH 2,50 – 1,40 ppm, característica 

de protones alifáticos (metinos y metilenos). Finalmente se observaron dos grupos metilos a 

δH 1,27 y 0,86 ppm. 

Tabla 27. Datos de RMN del compuesto 5: N-óxido de β-esquitantina (600 MHz, CD3OD). 

Posición δH δC DEPT HMBC 

1 3,36 (2H, m) 

3,21 (1H, t, J = 12 Hz) 

70,40 CH2 36,20 (2J), 42,68 (3J), 71,54 (3J). 

2 - - - - 

3 3,37 (2H, m)  

 3,26 (1H, dt, J = 2 y 12 Hz) 

71,54 CH2 14,23 (3J), 31,70 (2J), 42,68 

(3J), 70,40 (3J). 

4 2,22 (1H, m) 31,70 CH 14,23 (2J), 27,38 (3J), 42,68 (2J). 

5 1,81 (1H, m) 42,68 CH 14,23 (3J), 36,20 (2J), 42,55 (2J). 

6 1,69 (1H, m)  

 1,43 (1H, m) 

27,38 CH2 33,20 (3J), 33,5 (2J), 36,20 (3J), 

42,68 (2J), 31,70 (3J). 

7 2,10 (1H, m)  

1,28 (1H, m)  

33,50 CH2 17,58 (3J), 42,68 (3J). 

8 2,27 (1H, m) 33,20 CH - 

9 2,46 (1H, m) 36,20 CH 17,58 (3J), 70,40 (2J). 

10 1,26 (3H, d, J = 8 Hz) 14,23 CH3 31,70 (2J), 42,68 (3J), 71,54 (3J). 

11 0,86 (3H, d, J = 8 Hz) 17,58 CH3 33,20 (2J), 33,50 (3J), 36,20 (3J). 

N-Me 3,17 (3H, s) 61,95 CH3 70,40 (3J), 71,54 (3J). 
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El análisis del espectro de 13C (Tabla 27), muestra la presencia de cuatro señales entre δC 

71,8 y 36,6 ppm atribuibles a carbonos α a átomos electronegativos (N y O) y una señal a 

δC 42,7 ppm atribuible a un metino cabeza de puente α a átomos electronegativos (N y O). 

También se observaron seis señales entre δC 33,7 y 14,6 ppm atribuibles a carbonos 

alifáticos incluidos dos metilos. 

El estudio de los experimentos de RMN 2D realizados incluyeron 1H-1H-COSY, HMBC y 

HSQC, los cuales permitieron establecer la estructura del compuesto como un óxido de 

alcaloide monoterpénico  conocido como N-óxido de esquitantina (Figura 47), 

previamente reportado para esta misma planta (Lins and Felicio, 1993). Adicionalmente se 

determinó la rotación óptica del compuesto con un valor de [α]D = - 4,3o (CHCl3). También 

se confirmó la estereoquímica relativa del compuesto mediante el experimento de 1D 

NOESY, confirmando que el compuesto aislado es el N-óxido de β-esquitantina (Figura 

48). 

 

Figura 47. Estructura química del compuesto 5: N-óxido de esquitantina. 

 

 

 

 

 
Figura 48. Estereoquímica relativa del compuesto 5: N-óxido de β-esquitantina 
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La estereoquímica relativa fue asignda mediante el análisis de experimentos de 1D NOESY 

selectivo. Al irradiar la señal en 2,46 ppm (H-9) se observa una correlacion espacial con los 

protones metilenicos a 0,86 ppm (H-10) (Figura 50). Asi mismo, al irradiar la señal en 1,81 

ppm (H-5) se observan correlaciones con los protones en 2,22 ppm (H-4), 1,69 ppm (H-6) y 

los protones metílicos en 0,86 ppm (H-11) (Figura 51). Lo que nos lleva a sugerir que los 

protones cabeza de puente H-5 y H-9 se encuentran en posición trans. Esto se confirmó al 

irradiar la señal del proton metílico a 0,86 ppm (H-11), en donde se observan correlaciones 

con las señales a 2,22 pppm (H-5) y 1,81 ppm (H-4) (Figura 52). De esta forma la 

estereoquímica asignada para el compuesto es la reportada para el N-óxido de β-

esquitantina (Figura 48), previamente reportado para esta planta (Appel and Streeter, 

1970a, 1970b). 
 

 
 

 

Figura 49. Parte inferior: Espectro de 1H-RMN del compuesto 5. Arriba: Experimento NOESY 1D 1H, donde muestran 

las interacciones espaciales entre CH3-10 y H-9. 
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Figura 50. Parte inferior: Espectro de 1H-RMN del compuesto 5. Arriba: Experimento NOESY 1D 1H, donde muestran 

las interacciones espaciales entre H-5, H-4, H-6 y H-9. 

 

 
 

Figura 51. Parte inferior: Espectro de 1H-RMN del compuesto 5. Arriba: Experimento NOESY 1D 1H, donde muestran 

las interacciones espaciales entre H-5 y CH3-11. 
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6.4.2.3.    Purificación de la subfracción FD6 obtenida a partir de la fracción de 

diclorometano de S. acutus (Pa). 

 

La subfracción FD6 fue purificada mediante una separación en columna flash de sílica gel. 

La fase móvil fue una mezcla de solventes de polaridad creciente: n-hexano (100%) – 

AcOEt/MeOH (1:1), obteniendo 7 subfracciones (Esquema 12). Al estudiar la 

cromatografía de capa fina de las subfracciones se decidió analizar la subfracción FD64 

mediante espectroscopía de 1H-RMN, observando las mismas señales del compuesto 4: N-

óxido de β-esquitantina. 

 

 
Esquema 11. Purificación de la subfracción de diclorometano FD6 de S. acutus (Pa). 

 

 

 

6.4.3. Fraccionamiento de la fracción de acetato de etilo (FA) y purificación de moléculas de 

S. acutus (Pa). 

 

La fracción de acetato de etilo (FA) fue sometida a una separación utilizando HPLC 

preparativo en una columna de fase inversa (C18), utilizando como fase móvil una mezcla de 

H2O-MeCN en modo gradiente. Obteniendo 64 subfracciones reagrupadas en 8 (Esquema 

13). Esto se realizó ya que la FA mostró interesante efecto antiproliferativo. La subfracción 

mayoritaria (FA7: 237,60 mg) fue seleccionada para realizar un análisis de esta a través de 

espectroscopía de 1HRMN. Durante este procedimiento se obtuvo un precipitado en metanol 

de color amarillo, por lo que se procedió al lavado de este en MeOH en varias repeticiones. El 

sólido obtenido (43,9 mg) fue analizado mediante 1HRMN observando señales características 

de un flavonoide glicosilado. 

 

Fracción de diclorometano (FD6) de 
Skytanthus acutus (Pa)

60,4  mg

FD61

3,6 mg 

(6%)

FD62

2,1 mg 

(3,5%)

FD63

3,6 mg 

(6%)

FD64

19,5 mg 

(32,3%)

FD65

6,8 mg 

(11,3%)

FD66

11 mg 

(18,2%)

FD67

8,4 mg 

(14%)

CC Silica gel

n-hexano (100%) - AcOEt/MeOH (1:1)
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Esquema 12. Separación de la fracción de acetato de etilo de S. acutus (Pa), junto a los porcentajes de rendimiento 

obtenidos. 

6.4.3.1.    Elucidación estructural de la subfracción FA7 (P): Compuesto 6. 

La elucidación estructural se realizó utilizando técnicas espectroscópicas de RMN mono y 

bidimensionales, así como espectrometría de masas. El espectro de alta resolución (+)-HRESI-

TOFMS muestra el ion [M + Na]+ a m/z 531,1115 que se corresponde con la fórmula molecular 

C23H24O13 (508,12) (Figura 53). 

 

 

Figura 52. Espectro de masas de alta resolución del compuesto 6. 

Fracción de acetato de etilo (FA) de 
Skytanthus acutus (Pa) 

450 mg

FA1  

9,7 mg

(2,2%) 

FA2 

6,7 mg

(1,5%) 

FA3 

12,1 mg

(2,7%) 

FA4

11,4 mg

(2,5%) 

FA5 

21,6 mg

(4,8%) 

FA6 

35 mg

(7,8%) 

FA7 

237,60 mg

(52,8%) 

FA7 (P)

43,9 mg

FA8

19,7 mg

(4,4%) 

HPLC preparativo (C18)

H2O-MeCN

64 subfracciones
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La estructura de naturaleza flavonoidal del compuesto se dedujo de manera inequívoca al analizar 

los espectros de RMN en DMSO (Tabla 28). El espectro mostró una señale a δH 12,62 (1H, s) ppm, 

correspondiente a un protón hidroxílico (confirmado por el experimento HSQC).  También se 

observaron tres señales en la región aromática a δH 7,54 (2H, s), 6,51 (1H, d, J = 1,96 Hz) y 6,22 

(1H, d, J = 1,79 Hz) ppm, característica de protones aromáticos pertenecientes a dos anillos, uno 

donde los protones se encuentran en posición para (-p) y el otro anillo los protones se encuentran en 

posición orto (-o). Una señal a δH 5,55 (1H, d, J = 8,90 Hz) ppm, asignado a un protón anomérico 

(O-H-O). Otra señal a δH 3,85 (6H, s) ppm característica de protones metoxílicos. Finalmente se 

observaron señales entre δH 3,68 – 3,34 (20H, m) ppm asignados a protones carbinólicos. Así 

mismo se observaron señales a δH 9,20 (1H, s), 5,21 (1H, d, J = 4,81 Hz), 4,92 (1H, s), 4,56 – 4,54 

(2H, m) ppm, asignados a protones hidroxílicos (confirmados por el experimento HSQC).   

Tabla 28. Datos de RMN del compuesto 6 (400 MHz, DMSO). 

Posición δH δC DEPT COSY HMBC 

1 - - - - - 

2 - 156,3 C - - 

3 - 133,4 C - - 

4 - 177,4 C=O - - 

5 - 161,2 C - - 

6 6,22 (1H, d, J = 1,79 Hz) 93,9 CH - 161,2 (2J), 104,1 (3J), 

98,8 (3J) 

7 - 164,3 C - - 

8 6,51 (1H, d, J = 1,96 Hz) 98,8 CH 6,22 (3J) 164,3 (2J), 156,5 (2J), 
104,1 (3J), 93,9 (3J) 

9 - 156,5 C - - 

10 - 104,1 C - - 

11 5,55 (1H, s) 101,5 CH 3,58 (3J) 133,4 (3J) 

12 3,58 (1H, m) 71,3 CH 3,41 (3J) 101,5 (2J) 

13 3,41 (1H, m) 73,1 CH - 67,9 (2J) 

14 3,68 (1H, s) 67,9 CH 3,41 (3J) 71,3 (3J) 

15 3,39 (1H, m) 75,9 CH - 73,1 (2J) 

16 3,51 y 3,39 (2H, m) 60,4 CH2 3,41 (3J) - 

1´ - 138,6 C - - 

2´ - 156,3 C - - 

3´ 7,54 (1H, s) 106,9 CH - 156,3 (2J), 156,3 (3J), 

147,5 (2J), 138,6 (3J) 

4´ - 147,5 C - - 

4´´ 3,85 (3H, s) 56,4 CH3 - 147,5 (3J) 

5´ - 156,3 C - - 

5´´ 3,85 (3H, s) 56,1 CH3 - - 

6´ 7,54 (1H, s) 106,9 CH - 156,3 (2J), 156,3 (3J), 
147,5 (2J), 138,6 (2J) 

OH-5 12,62 (1H, s) - - - 161,2 (2J), 104,1(3J) 

OH-7 10,90 (1H, s) - - - - 

OH-2´ 9,20 (1H, s) - - - - 

OH-12 5,21 (1H, d, J = 4,81 Hz) - - 3,58 (3J) - 

OH-13 4,92 (1H, s) - - 3,41 (3J) - 

OH-14 4,55 (1H, m) - - 3,68 (3J), 3,51 (4J), 

3,41 (5J) 

- 

OH-16 4,54 (1H, m) - - -  
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El análisis del espectro de 13C (Tabla 28), mostró la presencia de 21 carbonos. Una señal a 

δC 177,4 ppm atribuible a un carbonilo (-COOH). 12 señales entre la zona aromática y 

vinílica a δC 164,3; 161,2; 156,5; 156,3; 147,5; 138,6; 133,4; 119,8; 106,9; 104,1; 98,8 y 

93,9 ppm. Una señal a δC 101,5 ppm, asignada al carbono anomérico (confirmada por el 

experimento HSQC). También se observaron cinco señales a δC 75,9; 73,1; 71,3; 67,9 y 

60,4 ppm atribuibles a carbonos carbinólicos. Finalmente, dos señales a δC 56,4 y 56,1 ppm 

asignados a metoxilos. 

El estudio de los experimentos de RMN 2D realizados incluyeron 1H-1H-COSY, HMBC, 

H2BC y HSQC, los cuales permitieron establecer la estructura del compuesto como un 

flavonol glicosilado (Figura 4). 

 

 

Figura 53. Estructura química del compuesto 6: Flavonol glicosilado. 
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6.4.4. Análisis del perfil cromatográfico de la fraccion de acetato de etilo (FA) de K. 

cistoidea (Pa), mediante cromatografía liquida de ultra alta presión (UHPLC) 

acoplado a un espectrómetro de masas quadrupolar y de tiempo de vuelo (QTOF-

MS). 

 

La fracción más activa (FA) de K. cistoidea (Pa) contra la bacteria S. aureus se analizó 

mediante UHPLC-QTOF-MS en modo negativo. Los resultados se muestran en la Tabla 

29. En esta fracción se encontraron cinco grupos de compuestos principales: ácidos 

carboxílicos (I), flavonoides (II), compuestos fenólicos (III), ácidos grasos (IV) y terpenos 

(V). El análisis LC-MS de la fracción de acetato de etilo (FA) de K. cistoidea mostró la 

presencia de compuestos fenólicos y flavonoides que han sido identificados en otras plantas 

pertenecientes a la familia Kramiraceae: Krameria paciflora y Krameria lappacea 

(Baumgartner et al., 2011; Ortiz et al., 2019; Ramírez-Cisneros et al., 2012). 

 

Tabla 29. Compuestos identificados por UHPL-QTOF-MS en modo negativo de la fracción de acetato de etilo de K. 

cistoidea (Pa). 

 

El acido clorogénico es uno de los compuestos fenólicos con mayor frecuencia en la 

naturaleza, especialmente en el café y en el té (Meng et al., 2013; Venditti et al., 2015). 

Este compuesto es ampliamente conocido por su actividad antioxidante y antimicrobiana 

(Naveed et al., 2018). Se ha reportado la actividad antimicrobiana contra bacterias gran-

positivas: Streptococcus pneumoniae, Staphylococcus aureus, Staphylococcus aureus 

resistentes a meticilina (SARM) y Bacillus subtilis (Lou et al., 2011; Trivedi and Puranik, 

2022; Wu et al., 2020). Tambien ha mostrado inhibición contra varias cepas de bacterias 

gran-negativas: Escherichia coli, Shigella dysenteriae, Salmonella typhimurium, 

Sterotrophormas maltophilia, S. enteritidis, Pseudomonas fluorescens, Helicobacter pylori, 

Alicyclobacillus acidoterrestris, Yersinia enterocolitica, Klebsiella pneumoniae, P. 

aeruginosa y P. putida (Cai et al., 2019; Chen et al., 2022; Kabir et al., 2014; Karunanidhi 

et al., 2013; Lou et al., 2011; Su et al., 2019; Sun et al., 2020; Trivedi and Puranik, 2022; 

Wang et al., 2023). Una investigación sobre modo de acción del ácido clorogénico contra 

Shigella dysenteriae indicó que el ácido clorogénico aumentaba significativamente la 

Grupo tR 

(min) 

Compuesto Formula 

molecular  

[M-H]- 

(m/z) 

 (m/z) 

teórica 

Error 

[ppm] 

I 1,26 Acido quínico C7H12O6 191,0563 192,0636 0,955 

I 1,29 (S)-malato C4H6O5 133,0155 134,02248 9,397 

II 1,42 Isorhamnetina C16H12O7 315,0543 316,0616 10,317 

III 3,44 Acido clorogénico C16H18O9 353,0895 354,0968 4,796 

II 6 Tilirosido C30H26O13 593,1340 594,1413 6,64 

IV 9,97 Hexadecanoil-lisofosfatietanolamina C21H44NO7P 452,27935 453,28663 2,411 

V 11,07 Canrenona C22H28O3 339,2020 340,2093 16,635 

IV 12,58 Acido 2-hidroxipalmitico C16H32O3 271,2291 272,2364 4,59 

III  

12,88 

Acido 2-hidroxi-4-metoxi-3,5-bis(3-

metilbut-2-enil)-6-pentilbenzoico 

 

C23H34O4 

 

373,7430 

 

374,2485 

 

3,19 
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permeabilidad de la membrana plasmática y externa, provocando la pérdida de la función 

de barrera e incluso induciendo una ligera fuga de nucleótidos (Lou et al., 2011).  

 

Figura 54. Estructura química del acido clorogénico. 

El ácido quínico, es un compuesto organico ampliamente identificado en muchas plantas, es 

un importante ácido orgánico con muchas actividades biológicas tales como antioxidante, 

antibacteriana (Cinkilic et al., 2013; Jang et al., 2017). Se ha evaluado la actividad de este 

compuesto contra cepas de bacterias gran-positivas: Staphylococcus aureus, Bacillus 

thuringiesis, Staphylococcus pyogenes y Enterococcus faecalis (Bai et al., 2022, 2018a, 

2018b, 2019; Ercan and Doğru, 2022; Zhang et al., 2013) y contra las bacterias gran-

negativas: Escherichia coli, Salmonella enterica, Shigella dysenteriae, P. aeruginosa y 

Klebsiella pneumoniae (Adamczak et al., 2019; Ercan and Doğru, 2022). Al igual que el 

acido clorogenico, este compuesto afecta la membrana celular e interfiriendo en las 

funciones células, lo que provoca la muerte de la bacteria (Bai et al., 2018a). 

 

Figura 55. Estructura química del ácido quínico. 

Los flavonoides constituyen un amplio grupo de compuestos polifenólicos con estructura 

de benzo-𝛾-pirona y están presentes en todas las plantas. Como componente de la dieta, se 

considera que los flavonoides tienen propiedades beneficiosas para la salud debido a su 

elevada capacidad antioxidante tanto en sistemas in vivo como in vitro. Los flavonoides 

tienen capacidad para inducir sistemas enzimáticos protectores humanos. Numerosos 

estudios han sugerido efectos protectores de los flavonoides contra muchas enfermedades 

infecciosas (bacterianas y víricas) y degenerativas, como las enfermedades 

cardiovasculares, el cáncer y otras enfermedades relacionadas con la edad (Kumar and 

Pandey, 2013).  La isorhamnetina es uno de los principios compuestos activos más 

importantes de los frutos de Hippophae rhamnoides L. y de las hojas de Ginkgo biloba L., 

y posee una amplia actividad farmacológica. Así se han reportado estudios de actividad 

antimicrobiana de flavonoides contra las cepas de bacterias gran-positivas: Staphylococcus 

aureus, Staphylococcus aureus resistentes a meticilina (SARM), Listeria monocytogenes y 
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contra las cepas gran-negativas: P. aeruginosa, Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli y 

Proteus mirabilis (Aruwa et al., 2022; Chauhan et al., 2019; Habtamu and Melaku, 2018; 

Majnooni et al., 2023) y de su poderosa actividad antioxidante (Aruwa et al., 2022; 

Habtamu and Melaku, 2018; Majnooni et al., 2023). Otro flavonoide que ha mostrado 

actividad antimicrobiana contra las cepas gram-positivas Staphylococcus aureus y 

Staphylococcus epidermis, es el tilirosido (Hernández Tasco et al., 2020). Algunos estudios 

de los mecanismos de acción por los cuales actúan estos compuestos se encuentran la 

alteración de la membrana celular, inhibición de la síntesis de la envoltura celular, 

inhibición de la síntesis de ácidos nucleicos, inhibición de la cadena de transporte de 

electrones y de la síntesis de ATP (Górniak et al., 2019). 

 

Figura 56. Estructuras químicas de isorhamnetin y tilirosido. 

 

 

Figura 57. Otros compuestos identificados en la fracción activa de K. cistoidea (Pa) 
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La fracción más activa (FA) de K. cistoidea (Pa) contra la bacteria S. aureus se analizó 

tambien mediante UHPLC-QTOF-MS en modo positivo. Los resultados se muestran en la 

Tabla 30. En esta fracción se encontraron cinco grupos de compuestos principales: 

compuestos fenólicos (I), flavonoides (II), aminoácidos (III), terpenos (IV), ácidos grasos 

(V), fosfatos (VI) y derivados de compuestos fenólicos (VII). 

 

Tabla 30. Compuestos identificados por UHPL-QTOF-MS en modo positivo de la fracción de acetato de etilo de K. 

cistoidea (Pa). 

 

Entre los flavonoides que han sido identificados en esta fracción bioactiva y que han 

mostrado interesante actividad antimicrobiana (Donadio et al., 2021), han sido la 

sakuranetina, un flavonoide presente en muchos vegetales que ha demostrado actividad 

contra la bacteria gram negativa Helicobacter pylori, la bacteria gam-positiva 

Mycobacterium tuberculosis y contra la bacteria fitopatógena Burholderia glumae (Park et 

al., 2014; Stompor, 2020; Ticha et al., 2015). La velutina, una de las flavonas que más se ha 

reportado en las plantas, tiene diversas actividades beneficiosas, como el blanqueamiento 

de la piel, así como actividades antiinflamatorias, antialérgicas, antioxidantes y 

antimicrobianas (Jung et al., 2021). Se aisló de la corteza del tallo de D. arfakensis, en este 

trabajo se demostró la primera vez que se probó contra la cepa de S. aureus (SARM) 

(Santoso et al., 2017).  

Grupo tR 

(min) 

Compuesto Formula 

molecular  

[M-H]+ 

(m/z) 

 (m/z) 

teórica 

Error 

[ppm] 

I 1,47 Ácido clorogénico C16H18O9 355,1014 354,0942 -2,592 

 1,55 Kaempferol-3-O-glucosido-6´´-p-cumaril C30H26O13 595,14581 594,13853 2,005 

II 5,81 Tilirosido C30H26O13 595,1414 594,1341 -5,46 

II 5,98 5,7-dihidroxi-2-(4-hidroxifenil)-3-metoxi-

4H-4-cromona 

C16H12O6 301,0697 300,0624 -3,199 

II 6,27 2-(3,4-dihidroxifenil)-5-hidroxi-7-metoxi-

2,3-dihidro-4-cromona 

C16H14O6 303,0852 302,0779 -3,683 

II 7,63 Sakuranetina C16H14O5 287,0904 286,0831 -3,471 

II 8,44 Velutina C17H14O6 315,0847 314,0774 -5,061 

III 8,52 C17-Esfinganina C17H37NO2 288,2808 287,2808 -5,636 

V 9,31 Lisofosfatidilcolina 18:3 C26H48NO7P 518,32058 517,3133 -6,83 

V 9,85 Lisofosfatidiletanolamina 18:2 C23H44NO7P 478,29041 477,28313 -5,034 

V 10,14 2,3-dihidroxipropil hexadecanoato C19H38O4 331,2859 330,27734 4,868 

V 10,3 1-palmitoil-2-hidroxi-sn-glicero-3-

fosfoetanolamina 

C21H44NO7P 454,2901 453,28282 -5,987 

V 10,65 Lisofosfatidiletanolamina 18:1 C23H46NO7P 480,30551 479,29823 -6,16 

VI 11,13 Tri(butoxietil)fosfato C18H39O7P 399,24796 398,24032 -6,653 

V 12,08 Lisofosfatidilcolina 18:0 – SN1 C26H54NO7P 524,36775 523,36047 -6,33 

V 12,55 Acido gamma linoleico C18H30O2 279,23046 278,22298 -4,997 

VII 12,98 Acido 2-acetoxi-4-pentadecil benzoico C24H38O4 391,2821 390,2752 -4,275 

IV 13,29 Kaurano C20H32 273,2562 272,2489 -5,422 

V 13,51 Feoforbida A C35H36N4O5 593,27382 592,26737 -3,423 

V 13,65 Erucamida C22H43NO3 338,3399 337,332 -5,354 
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Figura 58. Estructuras quimicas de los compuestos identificados en modo positivo en el extracto de acetato de etilo K. 

cistoidea (Pa), mediante análisis por UHPL-QTOF-MS. 
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6.5. Objetivo específico 5 

Evaluar la actividad antimicrobiana, citotóxica y antioxidante de los compuestos aislados 

de acuerdo con los resultados de los estudios bioguiados. 

6.5.1. Evaluacion de la actividad antiproliferativa de los compuestos aislados de Skytanthus 

acutus (Pa). 

 

La actividad antiproliferativa in vitro del ácido betulínico (1), el ácido oleanólico (4) y el 

N-óxido de β-esquitantina (5), se estudió frente a un panel de líneas celulares 

representativas de tumores sólidos humanos según el protocolo del Instituto Nacional del 

Cáncer (NCI) (Adrián et al., 2019). Así, los compuestos se ensayaron frente a las líneas 

celulares de cáncer A549 y SW1573 (pulmón no microcítico), HBL-100 y T-47D (mama), 

HeLa (cérvix) y WiDr (colon). Los resultados de los valores de inhibición del crecimiento 

al 50% tras 48 horas de exposición (IG50) se resumen en la Tabla 31. En conjunto, los 

resultados muestran que, en comparación con el fármaco anticancerígeno estándar 

cisplatino (CDDP), los compuestos 1 y 4 presentan efectos antiproliferativos modestos. El 

compuesto (4) mostró una mayor propiedad antiproliferativa contra todas las líneas 

celulares en comparación con el compuesto (1), con valores de IG50 en el rango de 7,2 – 36 

y 14-84 µM, respectivamente. Por otro lado, el compuesto (5) no mostró actividad 

significativa contra las líneas celulares estudiadas. Sin embargo, mostró ligera actividad en 

las líneas celulares de cáncer de mama (T-47D). 

Tabla 31. Actividad antiproliferativa (IG50) frente a líneas celulares de tumores sólidos humanos. 

 aIG50 indicados en µM. La desviación estándar se calculó a partir de dos a cuatro experimentos independientes. Se utilizó 

cisplatino (CDDP), como fármaco citotóxico de referencia. 

 

6.5.1.1. Efecto citostáticos causados por los compuestos activos aislados de Skytanthus 

acutus (Pa). 

 

Las imágenes en vivo han permitido observar los efectos citostáticos progresivos (Roldán-

Peña et al., 2023) o la muerte celular de las células tratadas identificando varios sellos 

apoptóticos (Barrientos et al., 2022; Lacret et al., 2022; Padilla-Pérez et al., 2023; Puerta et 

al., 2022). Para caracterizar los efectos fenotípicos de 1 y 4 sobre las células cancerosas, se 

monitorió la evolución del cultivo cada 10 min mediante microscopía 3D holotomográfica 

sin marcadores. Así, las células HeLa se expusieron a 1 y 4 durante 20 h a 2 x IG50 (30 

µM). Las células HeLa no tratadas (control) se mueven libremente y se dividen durante 

todo el tiempo experimental. En cambio, en las muestras tratadas con 1 y 4, la división 

celular se retrasó y se observaron algunas células muertas. Estas observaciones se 

Compuesto Linea celular 

A549 HBL-100 HeLa SW1573 T-47D WiDr 

Acido betulínico (1) 15±2,0 30±3,7 14±2,7 28±3,1 84±19 47±0,7 

Acido oleanólico (4) 7,2±1,1 24±7,2 14±0,9 26±2,8 36±7,2 32±8,1 

N-óxido de β-esquitantina (5) 100 100 100 100 41±9,0 64±16 

Cisplatino (CDDP) 4,9±0,2 1,9±0,2 1,8±0,5 2,7±0,4 17±3,3 23±4,3 
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cuantificaron con el análisis tras segmentación de las células individuales sobre las 

imágenes de los 120 ciclos inferidos de las mediciones del índice de refracción (IR) para 

cada célula individual. Al considerar el recuento celular normalizado, todos mostraron un 

aumento con el tiempo de exposición (Figura 59A). Sin embargo, esta tendencia fue 

diferente en los tres ensayos. En las células tratadas, el número de células aumentó a un 

ritmo menor que en el control. Así pues, ambos compuestos afectan a la división celular, 1 

mostró los mayores efectos antiproliferativos. De hecho, la confluencia disminuyó a lo 

largo del tiempo de exposición para las células HeLa tratadas con 1 (Figura 59B). El 

análisis de los datos con el ensayo de muerte celular LIVE confirmó que la disminución de 

la confluencia podía estar asociada a la muerte celular, como se deducía de los resultados 

de la fracción de muerte celular (Figura 59C). Además, el factor de forma, un parámetro 

relacionado con la forma de la célula aumentó para las células tratadas con 1 al inicio de la 

muerte celular (Figura 59D). En las células tratadas con 1, la apoptosis comenzó 

aproximadamente 10 horas después de la adición del fármaco. Curiosamente, la muerte 

celular se produjo en células que entraron en mitosis. Este es un hallazgo relevante, ya que, 

respecto al modo de acción de 1, se sabe poco sobre su mecanismo inductor de apoptosis 

(Fulda, 2008). 

 

Figura 59. Efectos fenotípicos en células HeLa tratadas con 30 µM de ácido betulínico (1) y oleanólico (4) durante 20 h. 

(A) Recuento celular normalizado, (B) Confluencia, (C) Fracción de muerte celular y (D) Factor de forma obtenidos con 

el software EVE a partir de los índices de reflexión resultantes de la adquisición cada 10 min. C = control, BA = acido 

betulínico (1), OA = acido oleanólico (4). 
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7. Conclusiones 

 

• El extracto etanólico de P. chilensis (f) se presenta como un candidato potencial para la 

búsqueda de compuestos bioactivos contra el cáncer, por su baja actividad citotóxica contra la 

línea celular no tumoral (MCF-10A) y su selectividad contra la línea celular tumoral. De las 

distintas fracciones obtenidas, la fracción de diclorometano fue la que mostró mayor efecto 

citotóxico y selectividad contra la línea celular MCF-7. Esta fracción fue analizada 

mediante GC-MS, en donde se encontraron tres grupos de compuestos que podrían explicar 

la actividad citotóxica encontrada. En este contexto se encontró, principalmente ácidos 

grasos como el ácido palmítico para el cual previamente se ha reportado que promueve la 

apoptosis del neuroblastoma humano y el cáncer de mama (Hardy et al., 2000; Hsiao et al., 

2014; Pereira et al., 2013; Sangpairoj et al., 2022). Azúcares como la D-alosa que inhibe el 

crecimiento de células de carcinoma de ovario in vitro (Jeong et al., 2011; Sui et al., 2005; 

Yamaguchi et al., 2008) y el D-pinitol que ha mostrado interesante actividad 

anticancerígena (Azab, 2022; Pandi et al., 2022; Tiwari et al., 2020). Así mismo, polioles 

como el mio-inositol que se ha recomendado ampliamente como posible agente 

quimiopreventivo (Amabile et al., 2021; Lam et al., 2006; Yang et al., 2023).  

 

• Por otra parte, el extracto etanólico de Krameria cistoidea (Pa), mostró la mayor 

capacidad antioxidante en todos los ensayos analizados, también mostró actividad 

antimicrobiana contra la cepa de Staphylococcus aureus. Sin embargo, no mostró 

citotoxicidad contra las líneas celulares de keratinocitos, ni sobre las líneas celulares tumorales 

analizadas. La fracción de acetato de etilo (FA), que fue la más activa contra S. aureus, se 

analizó mediante UHPLC-QTOF-MS. El análisis LC-MS de la fracción mostró la presencia 

de compuestos fenólicos y flavonoides que son ampliamente conocidos como compuestos 

antioxidantes y antimicrobianos (Chen et al., 2022; Lou et al., 2011; Naveed et al., 2018; 

Wang et al., 2023; Wu et al., 2020), y que posiblemente sean los causantes de la actividad 

antioxidante y antimicrobiana mostrada por el extracto etanólico. 

 

• Por su parte, la fracción de diclorometano (FD) de Skytanthus acutus (pa), mostró los 

mejores resultados antiproliferativos contra todas las líneas celulares estudiadas con valores de 

IG50 entre 2,1 – 3,0 µg/mL. Mediante un estudio bioguiado de esta fracción, se aislaron los 

triterpenos pentacíclicos: ácido betulínino (1) y ácido oleanólico (4), así como el alcaloide 

monoterpénico N-óxido de β-esquitantina (5). La actividad antiproliferativa in vitro de los 

compuestos 1, 4 y 5, se evaluó frente a las líneas celulares de cáncer A549 y SW1573, 

HBL-100, T-47D, HeLa y WiDr. Los resultados mostraron que, en comparación con el 

fármaco anticancerígeno estándar cisplatino (CDDP), los compuestos 1 y 4 presentaron 

efectos antiproliferativos modestos. El compuesto 4 mostró una mayor actividad 

antiproliferativa contra todas las líneas celulares en comparación con el compuesto 1. Por 

otro lado, el compuesto 5 no mostró actividad significativa contra las líneas celulares 

estudiadas. Sin embargo, mostró ligera actividad en las líneas celulares de cáncer de mama 

(T-47D). Adicionalmente las imágenes en vivo permitieron observar los efectos citostáticos 

progresivos o la muerte celular de las células tratadas con los compuestos 1 y 4. En las 
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muestras tratadas con 1 y 4, la división celular se retrasó y se observaron algunas células 

muertas. En las células tratadas con 1, la apoptosis comenzó aproximadamente 10 horas 

después de la adición del fármaco. Curiosamente, la muerte celular se produjo en células 

que entraron en mitosis. Este es un hallazgo relevante, ya que, respecto al modo de acción 

de 1, se sabe poco sobre su mecanismo inductor de apoptosis. Adicionalmente, a partir de la 

fracción de acetato de etilo (FA) de Skytanthus acutus (pa) que mostró un moderado efecto 

antiproliferativo, se aisló un nuevo flavonol glicosilado, el compuesto 6. 

 

• El extracto etanólico de Nolana albescens (Pa), no mostró actividad antioxidante ni 

citotóxica para las líneas celulares estudiadas en esta tesis, así como tampoco mostró 

actividad antimicrobiana en las cepas analizadas. Sin embargo, es interesante resaltar que a 

pesar de estos resultados se pudiesen evaluar otras actividades, tales como: 

cardioprotectiva, hepatoprotectiva que han sido estudiadas en otras plantas pertenecientes al 

género Nolana de la familia Solanaceae (Gurnani et al., 2016). Sería interesante evaluar la 

actividad citotóxica contra otras líneas celulares (Ceferino, Guzman et al., 2016; Ramadan, 

2011) y actividad antiinflamatoria (Zimmer et al., 2012). 

 

• Con los resultados obtenidos en esta Tesis de grado se aprueba la hipótesis 

planteada inicialmente para las plantas nativas Skytanthus acutus, Krameria cistoidea y 

Pintoa chilensis obtenidas en el desierto de Atacama, poseen metabolitos secundarios 

activos y presentan actividad antimicrobiana (K. cistoidea), citotóxica (S. acutus y P. 

chilensis) o antioxidante (K. cistoidea y P. chilensis). Por el contrario, para el caso de la 

planta Nolana albescens que no mostró resultados relevantes en las actividades biológicas 

evaluadas en esta tesis de grado, no se aprueba la hipótesis. 
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8. Proyecciones 

Las proyecciones que surgen de este trabajo son variadas y pueden ser enfocadas a diferentes 

líneas de investigaciones: 

 

• Aun cuando el extracto etanólico de la Planta Nolana albescens no fue activo en el 

screening de actividad biológica analizadas en esta tesis, es interesante seguir explorando con 

otras actividades, líneas celulares, cepas bacterianas distintas a las estudiadas, ya que está 

ampliamente estudiado que las plantas pertenecientes a la familia Solanaceae han mostrado 

actividad antimicrobiana, antifúngica y antiproliferativas. 

 

• Continuar con el estudio del extracto de Pintoa chilensis (f) con el fin de profundizar 

en el mecanismo de acción por el cual está provocando la muerte celular programada en la 

línea celular MCF-7 y el efecto que provoca sobre la línea celular control MCF-10A, al 

aumentar la producción de caspasas a la concentración mas alta estudiada. Se pudiese 

comprobar si está ocurrienco muerte celular programada u otro tipo de muerte celular, 

mediante un análisis inmunohistoquímico. También se pudiese identificar el tipo de caspasas 

que se están produciendo en la línea celular no tumoral. 

 

• A pesar de que las fracciones polares (metanólica y acuosa) del extracto de Skytanthus 

acutus (pa), no fueron estudiadas en este proyecto. Seria interesante trabajar en el aislamiento 

de metabolitos secundarios presentes debido a que en los ensayos de actividad 

antiproliferativo estos extractos mostraron ligera actividad contra algunas de las líneas 

celulares estudiadas, en particular la línea de cáncer de pulmón A549. 

 

• El extracto de K. cistoidea (pa), mostró interesante actividad en dos de las tres 

actividades biológicas que fueron estudiadas: antioxidante y antimicrobiana. Además, se 

evaluó la actividad citotóxica contra líneas celulares humanas de piel (keratinocitos) sin ser 

citotóxica y tampoco mostró actividad hemolítica, lo que pudiese darnos un indicio que se 

podría utilizar este extracto para la preparación de productos de belleza o la preparación de 

productos antibacteriales, por lo que se requerirá de muchos más estudios para lograr este fin. 
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9. Abreviaturas 

• NaCl : Cloruro de Sodio 

• WCRF : Fondo Mundial para la Investigación del Cáncer 

• DT : Toxina diftérica 

• PE : Exotoxina A de Pseudomonas 

• PAP : Proteína antivírica de hierba carmín 

• ROS : Especies reactivas de Oxígeno 

• OH. : Radical hidroxilo 

• O2
. : Radical hidroperóxido 

• H2O2 : Peróxido de hidrógeno 

• TFD : Terapia fotodinámica 

• PS : Fotosensibilizador 

• GSH : Sistema redox del glutatión 

• PEG : Polietilénglicol 

• DOX : Doxorubicina 

• PhA : Decolorante fotosensible 

• IA : Inmunoterapia adoptiva 

• FDA : Administración de Alimentos y Medicamentos 

• DHPS : Dihidropteroato sintasa 

• DHFR : Dihidrofolato reductasa 

• AE : Aceites esenciales 

• DPPH : 2,2´-dinitrofenil-1-picrilhidracil 

• FRAP : Poder antioxidante reductor del hierro (del inglés) 

• SERM  Modulador selectivo del receptor de estrógeno (del inglés) 

• HPLC : Cromatografía líquida de alta eficienca (del inglés) 

• PDA : Agar papa dextrosa (del inglés) 

• ESI : Ionización por electroespray (del inglés) 

• MS : Espectrometría de masas (del inglés) 

• HPCC : Cromatografía de contracorriente (del inglés) 

• H2O : Agua 
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• EtOH : Etanol 

• DCM : Diclorometano 

• AcOEt : Acetato de etilo 

• TLC : Cromatografía de capa fina (del inglés) 

• CC : Cromatografía de columna 

• RP-18 : Fase reversa (del inglés) 

• MeOH : Metanol 

• MeCN : Acetonitrilo 

• AlCl3 : Cloruro de Aluminio 

• FH : Fracción de hexano 

• FD : Fracción de diclorometano 

• FA : Fracción de acetato de etilo 

• FQ : Fracción acuosa 

• DAD : Detector de arreglo de diodos 

• PLC : Cromatografía líquida preparativa (del inglés) 

• DEPT : Mejora sin distorsión por transferencia de polarización 

(del inglés) 
• 1H : Resonancia magnética de protones 

• 13C : Resonancia magnética de carbono 

• COSY : Espectroscopía de correlación (del inglés) 

• HSQC : Coherencia Heteronuclear Cuántica Simple (del inglés) 

• HMBC : Correlación Heteronuclear de enlaces múltiples (del 

inglés) 

• TOCSY : Espectrocopía de Correlación Total (del inglés) 

• NOESY : Espectroscopía Nuclear de Efecto Overhauser (del inglés) 

• ABTS : 2,2´-azinobis(3-etilbenotiazolina-6-ácido sulfónico)- sal 

de diamonio 

• AAPH : 2,2´-azobis(2-metilpropionamidina)-dihidrocloruro 

• TROLOX : Ácido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxílico 

• FeCl3 : Cloruro férrico 

• TPTZ : 2,4,6-tris(2-piridil)-s-triazina 

• MCF-7 : Línea celular de cáncer de mama epitelial humano 

• HT-29 : Línea tumoral humana derivada de adenocarcinoma de 

colon 



Doctorado conjunto en Ciencias, mención Química  
UTFSM -UV 

105 
 

• MCF-10A : Línea celular epitelial no tumoral humano 

• DMEM/Ham´s F-12 : Medio de cultivo 

• CO2 : Dióxido de carbono 

• SRB : Sulforrodamina B (del inglés) 

• PBS : Suero fisiológico 

• BODIPY-C11 : Sensor de peroxidación de lípidos 

• DCFH2-DA : 2´-7´-diclorodihidrofluoresceína diacetato 

• CaspACE FITC-VAD-MK : Kit para evaluar caspasas activas compuesto por 

isotiocianato de fluoresceína (FITC) conjugado con un 

inhibidor general de caspasas (VAD-MK) 

• TSB : Caldo de soya tríptico (del inglés) 

• RSA% : Porcentaje de secuestro tdel radical (del inglés) 

• IC50 : Concentración inhibidora media máxima (del inglés) 

• BHT : 2,6-bis(1,1-dimetiletil)-4-metilfenol 

• TEAC : Capacidad antioxidante equivalente de Trolox 

• ATCC : The American Type Culture Collection 

• A549 : Línea Celular de Carcinoma de Pulmón humano 

• SW1573 : Línea Celular Humana de Cáncer Epitelial Pulmonar 

• HBL-100 : Linea Celular Humana de Carcinoma de Mama 

• T-47D : Línea Celular Humana de Cáncer de Mama 

• HeLa : Línea Celular Humana de Cáncer Cervical 

• WiDr : Línea Celular Humana de Cáncer de colon 

• NCI : The National Cancer Institute 

• GI50 : Inhibición de Crecimiento Medio (del inglés) 

• MIC : Concentración Mínima Inhibitoria (del inglés) 

• OD : Desidad óptica (del inglés) 

• µL : Microlitro 

• ANOVA : Analisis de varianza 

• (Pa) : Partes aéreas 

• (f) : Frutos 

• GAE : Equivalente de Ácido Gálico (del inglés) 

• QE : Equivalente de Quercetina (del inglés) 

• IS : Índice de Selectividad (del inglés) 
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• DMSO : Dimetilsulfóxido 

• CS : Control Solvente 

• C+ : Control Positivo 

• C1 : Concentración 1: 50 µg/mL del exracto 

• C2 : Concentración 2: 100 µg/mL del exracto 

• C3 : Concentración 3: 200 µg/mL del exracto 

• DCFH : 2´-7´-diclorodihidrofluoresceína 

• DCF : 2´-7´-diclorofluoresceína 

• Rh-123 : Rodamina 123 

• ΔΨmt : Potencial de membrana mitocondrial 

• TGI : Inhibicion del Crecimiento Total (del inglés) 

• HaCaT : Línea Celular Humana de queratinocitos inmortales 

aneuploides (del inglés) 

• CMB : Concentración mínima bactericida (del inglés) 

• GC-MS : Cromatografía de Gases acoplada a masas (del inglés) 

• HepG52 : Línea Celular de Carcinoma hepatocelular humano 

• OVCAR-3 : Línea Celular humana de cáncer de ovario 

• NF-kB : Factor nuclear KB 

• KBM-5 : Línea Celular de Leucemia mielógeno 

• PC-3 : Adenocarcinoma humano de próstata 

• DU145 : Linea Celular humano de cancer de próstata 

• ARNm : Acido Ribonucleico mensajero 

• FAK : Quinasa de adhesión focal (del inglés) 

• C-Src : Proteína quinasa – Protoncogén tirosina (del inglés) 

• TNF-α : Factor de necrosis tumoral (del inglés) 

• EMT : Transición epitelio mesenquimal (del inglés) 

• OSCC : Carcinoma oral de células escamosas (del inglés) 

• DMBA : 7,12-dimetilben[a]antraceno (del inglés) 

• MI : Mioinositol 

• CD3OD : Metanol deuterado 

• DMSO-d6 : Dimetilsulfóxido deuterado 

• CH2N2 : Diazometano 
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• CDCl3 : Cloroformo deuterado 

• CHCl3 : Cloroformo 

• CDDP : Cisplatino 

• pH : Medida del grado de acidez o alcalinidad 

• ADN : Acido Desoxirribonlucleico 

• PCR : Reaccion de cadena de polimerasa (del inglés) 

• M : Molar 

• MPa : Milipascal 

• ATP : Adenosin trifosfato 

• BCR-ABL : Proteína de fusión 

• Akt : Proteína quinasa B 

• mTOR : Diana de rapamicina celular de mamíferos (del inglés) 

• PBPs : Proteínas fijadoras de proteínas 
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11.  Anexos 

 

Anexo 1. Espectro de 1H-RMN del compuesto 1: ácido betulínico. 

 

Anexo 2. Espectro de 13C-RMN del compuesto 1: ácido betulínico. 
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Anexo 3. Espectro de DEPT-135 del compuesto 1: ácido betulínico. 

 

Anexo 4. Espectro de 1H-1H-COSY del compuesto 1: ácido betulínico. 
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Anexo 5. Espectro de 2D 1H-13C-HSQC del compuesto 1: ácido betulínico. 

 

Anexo 6. Espectro de 2D 1H-13C-HMBC del compuesto 1: ácido betulínico. 
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Anexo 7. Espectro de 1H-RMN de mezcla de compuestos 2 y 3: ácido oleanólínico metilado e isómero. 

 

Anexo 8. Espectro de 13C-RMN de mezcla de compuestos 2 y 3: ácido oleanólínico metilado e isómero. 

7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0 ppm

0
.
7
1
2

0
.
7
3
4

0
.
7
7
1

0
.
8
4
1

0
.
8
5
7

0
.
8
7
6

0
.
8
8
9

0
.
8
9
6

0
.
9
1
0

0
.
9
1
7

0
.
9
3
0

0
.
9
3
9

0
.
9
5
0

0
.
9
6
2

0
.
9
6
6

0
.
9
7
8

1
.
0
6
8

1
.
1
2
1

1
.
1
5
8

1
.
2
5
8

1
.
2
6
5

1
.
2
8
8

1
.
2
9
5

1
.
3
0
9

1
.
3
2
0

1
.
3
3
1

1
.
3
6
7

1
.
3
7
1

1
.
3
9
9

1
.
4
3
9

1
.
4
6
6

1
.
4
8
8

1
.
5
0
4

1
.
5
1
0

1
.
5
1
8

1
.
5
2
4

1
.
5
3
2

1
.
5
4
8

1
.
5
6
3

1
.
5
9
1

1
.
6
0
1

1
.
6
2
1

1
.
6
3
4

1
.
6
4
0

1
.
6
5
0

1
.
6
7
4

1
.
6
8
4

1
.
8
5
8

1
.
8
6
6

1
.
8
8
5

1
.
8
9
3

1
.
9
1
7

1
.
9
6
6

3
.
2
0
0

3
.
2
2
6

3
.
5
9
8

3
.
6
1
7

5
.
2
7
3

3
.6

4

2
.2

5

4
.4

6

0
.9

7

1
.0

7

6
.2

1

5
.8

5

1
.5

3

5
.6

8

1
.0

8

2
.3

1

3
.5

3

1
.9

1

3
0
.1

2

5
.0

5

0
.6

5

0
.9

9

1
.5

4

1
.4

3

2
.7

5

0
.5

3

1
.0

0

210 200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0 ppm

2
2
.
7
9

2
3
.
2
0

2
3
.
4
3

2
3
.
5
4

2
3
.
7
4

2
3
.
7
7

2
4
.
3
6

2
6
.
0
7

2
7
.
3
2

2
7
.
3
5

2
7
.
8
3

2
8
.
1
6

2
8
.
2
3

2
8
.
2
7

3
0
.
7
9

3
0
.
8
3

3
1
.
7
2

3
2
.
5
2

3
2
.
7
9

3
3
.
1
0

3
3
.
2
5

3
3
.
9
9

3
6
.
7
7

3
7
.
1
1

3
7
.
1
7

3
8
.
5
6

3
8
.
7
5

3
8
.
8
8

3
9
.
0
0

3
9
.
1
8

3
9
.
4
0

3
9
.
6
2

4
1
.
4
2

4
1
.
7
7

4
2
.
1
3

4
6
.
0
1

4
6
.
8
6

4
7
.
6
9

4
7
.
7
6

4
8
.
2
3

5
1
.
6
0

5
1
.
6
8

5
3
.
0
1

5
5
.
3
5

7
9
.
1
7

1
2
2
.
4
9

1
2
5
.
7
0

1
3
8
.
2
8

1
4
3
.
9
2

1
7
8
.
2
3

1
7
8
.
4
6



Arrieche, Dioni. 

128 
 

 

Anexo 9. Espectro de DEPT-135 de mezcla de compuestos 2 y 3: ácido oleanólínico metilado e isómero. 

 

Anexo 10. Espectro de 2D 1H-13C-HSQC de mezcla de compuestos 2 y 3: ácido oleanólínico metilado e isómero. 
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Anexo 11. Anexo 11. Espectro de 1H-RMN del compuesto 4: ácido oleanólico. 

 

 

Anexo 12. Espectro de 13C-RMN del compuesto 4: ácido oleanólico. 
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Anexo 13. Espectro de DEPT-135 del compuesto 4: ácido oleanólico. 

 

Anexo 14. Espectro de 2D 1H-13C-HSQC del compuesto 4: ácido oleanólico. 
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Anexo 15. Espectro de 2D 1H-13C-HMBC del compuesto 4: ácido oleanólico. 

 

Anexo 16. Espectro de 1H-RMN del compuesto 5: N-óxido de esquitantina. 
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Anexo 17. Espectro de 13C-RMN del compuesto 5: N-óxido de esquitantina. 

 

 

 

Anexo 18. Espectro de DEPT-135 del compuesto 5: N-óxido de esquitantina. 
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Anexo 19. Espectro de 2D 1H-13C-HSQC del compuesto 5: N-óxido de esquitantina. 

 

 

Anexo 20. Espectro de 2D 1H-13C-HMBC del compuesto 5: N-óxido de esquitantina. 
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Anexo 21. Espectro de 1H-RMN del compuesto 6: Flavonol glicosilado. 

 

 

Anexo 22. Espectro de 13C-RMN del compuesto 6: Flavonol glicosilado. 
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Anexo 23. Espectro de DEPT-135 del compuesto 6: Flavonol glicosilado. 

 

Anexo 24. Espectro de 2D 1H-13C-HSQC del compuesto 6: Flavonol glicosilado. 
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Anexo 25. Espectro de 2D 1H-13C-HMBC del compuesto 6: Flavonol glicosilado. 
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