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Abreviaturas, siglas y acronimos

AAPH Azocompuesto dihidrocloruro de 2,2'-azobis (2-amidinopropano).

ABTS™ Cation-radical 2,2'-azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-sulfonato).

ACN Acetonitrilo.

ca. Circa (Aproximadamente).

CENIVAM Centro Nacional de Investigaciones para la Agroindustrializacion de Especies
Vegetales Aromaticas y Medicinales Tropicales.

CIBIMOL Centro de Investigacion en Biomoléculas.

CINTROP Centro de Investigacion en Enfermedades Tropicales.

DAD Diode-Array Detector (Detector de arreglo de diodos).

D.I. Diémetro interno.

DSS Dodecil sulfato de sodio.

EAU Extraccion asistida con ultrasonido.

e.g. Exemple gratia (Por ejemplo).

El Electron lonizaion (lonizacion con electrones).

EO Estrés oxidativo.

ET Electron transfer (Transferencia de electrones).

fe. Fase estacionaria.

FID Flame lonization Detector (Detector de ionizacion de llama).

HAT Hydrogen Atom Transfer (Transferencia de &tomo de hidrdgeno).

HCD Higher-Energy Collision Dissociation Cell (Celda de colisiones activadas de alta
energia).

HESI Electrospray lonization (lonizacion por electronebulizacion).

HPLC High-Performance Liquid Chromatography (Cromatografia liquida de alta

eficiencia).

HRS High-Resolution Screening (Deteccion de alta resolucion).
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LC/MS

LPPC

ORAC

Orbitrap-MS
PBS

Prep-HPLC

RL
ROS
RSV
SARS
SIDA
TOF
tr

UHPLC

ulIS
UV-Vis
VERO
VDEN
VDEN 1
VDEN 2
VDEN 3
VDEN 4

Liquid Chromatography/Mass Spectrometry (Cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de masas).

Low-Pressure Preparative Chromatography (Cromatografia preparativa de
presion reducida).

Oxigen Radical Absorbance Capacity (Capacidad de absorcion de radicales de
oxigeno).

Orbitrap Mass Spectrometry (Espectrometria de masas Orbitrap).

Phosphate buffered saline (Buffer fosfato salino).

Preparative High-Performance Liquid Chromatography (Cromatografia liquida
de alta eficiencia preparativa).

Radical(es) libre(es).

Reactive oxygen species (Especies reactivas de oxigeno).

Respiratory Sincytal Virus (Virus respiratorio sincital).

Severe Acute Respiratory Syndrome (Sindrome respiratorio agudo severo).
Sindrome de inmunodeficiencia adquirida.

Time-of-Flight (Tiempo de vuelo).

Tiempo de retencion.

Ultra-High-Performance Liquid Chromatography (Cromatografia liquida de
ultra alta eficiencia).

Universidad Industrial de Santander.

Ultravioleta-Visible.

Linea celular de rifion de mono.

Virus del dengue.

Serotipo uno del virus del dengue.

Serotipo dos del virus del dengue.

Serotipo tres del virus del dengue.

Serotipo cuatro del virus del dengue.
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Resumen

Titulo: Obtencién de extractos hidroalcohdlicos de las especies Scutellaria incarnata Vent,
S. coccinea y S. ventenatii Hook x S. incarnata para su fraccionamiento y determinacién de sus
propiedades antivirales y antioxidantes”

Autora: Silvia Marcela PORRAS TRIANA™

Palabras Clave: Scutellaria, flavonoides, antioxidante, antiviral.

Descripcion: Las plantas del género Scutellaria (Familia Lamiaceae) poseen una gran variedad
de metabolitos secundarios bioactivos, con diversas propiedades bioldgicas, e.g.,
antiinflamatorias, antialergénicas, antioxidantes, antivirales y antitumorales. En este estudio se
recolectaron partes aéreas de tres especies de Scutellaria spp. (100 g), se secaron y molieron. Los
extractos se obtuvieron por extraccion con solvente asistida con ultrasonido. La caracterizacion
quimica se realiz6 mediante UHPLC/ESI-Q-Orbitrap-MS. Los extractos de Scutellaria spp.
fueron fraccionados por prep-HPLC para obtener fracciones enriquecidas con compuestos
bioactivos.

Las flavonas y flavanonas fueron los principales metabolitos secundarios identificados en los
extractos de Scutellaria spp. Se aislaron seis fracciones de S. incarnata, seis de S. coccinea y ocho
de S. ventenatii x S. incarnata. Se lograron aislar baicaleina, dihidrobaicaleina y wogonina de
manera individual. El extracto de S. coccinea mostrd las actividades antioxidante, y antiviral mas
altas (3830 pumol Trolox®/g extracto e indice de selectividad (I1S) de 213, respectivamente),
seguido del extracto de S. incarnata (2510 umol Trolox®/g extracto e IS de 10, respectivamente)
y S. ventenatii x S. coccinea (2900 pumol Trolox®/g extracto e IS de 7.6, respectivamente). La
fraccion de baicaleina mostrd las actividades antioxidante y antiviral mas altas (3775 umol
Trolox®/g compuesto e IS de 4.8, respectivamente), mientras que la fraccion de wogonina, mostré
las actividades mas bajas (5060 umol Trolox®/g extracto e IS de 0, respectivamente).

* Trabajo de investigacion
™ Facultad de Ciencias. Escuela de Quimica. Directora: Elena E. Stashenko, Quimica, Ph.D. Codirectores: Jairo René
Martinez Morales, Quimico, Ph.D; Lady Johanna Sierra Prada, Quimica, Ph.D.
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Anualmente, de una hectarea de un cultivo de plantas de Scutellaria spp. se podra obtener
alrededor de 4 kg de baicalina y 2 kg de dihidrobaicaleina-glucurénido, sustancias de interés
comercial debido a su actividad bioldgica, por lo que las plantas de Scutellaria spp. estudiadas
podrian usarse para obtener extractos y compuestos bioactivos individuales con potencial
antioxidante y antiviral para el sector farmacéutico y fitoterapéutico.

Abstract

Title: Obtaining hydroalcoholic extracts from the species Scutellaria incarnata Vent, S. coccinea
and S. ventenatii Hook x S. incarnata for their fractionation and determination of their antiviral
and antioxidant properties”

Author: Silvia Marcela PORRAS TRIANA™

Key Words: Scutellaria, flavonoids, antioxidant, antiviral

Description: Plants of the genus Scutellaria (Family Lamiaceae) have a wide variety of bioactive
secondary metabolites, with diverse biological properties, e.g., anti-inflammatory, antiallergenic,
antioxidant, antiviral, and antitumor. In this study, aerial parts of three species of Scutellaria spp.
(100 g), were dried and ground. Extracts were obtained by ultrasonically assisted solvent
extraction. Chemical characterization was performed using UHPLC/ESI-Q-Orbitrap-MS. The
extracts of Scutellaria spp. were fractionated by prep-HPLC to obtain fractions enriched with
bioactive compounds.

Flavones and flavanones were the main secondary metabolites identified in the extracts of
Scutellaria spp. Six fractions from S. incarnata, six from S. coccinea and eight from S. ventenatii
x S. incarnata were isolated. It was possible to isolate baicalein, dihydrobaicalein and wogonin
individually. The S. coccinea extract showed the highest antioxidant and antiviral activities (3830
pumol Trolox®/g extract and selectivity index (IS) of 213, respectively), followed by the
S. incarnata extract (2510 pmol Trolox®/g extract and IS of 10, respectively) and S. ventenatii x
S. coccinea (2900 pumol Trolox®/g extract and 1S of 7.6, respectively). The baicalein fraction
showed the highest antioxidant and antiviral activities (3775 umol Trolox®/g compound and IS of
4.8, respectively), while the wogonin fraction showed the lowest activities (5060 pmol Trolox®/g
extract and IS of O, respectively).

Annually, from one hectare of cultivation of Scutellaria spp. it will be possible to obtain around
4 kg of baicalin and 2 kg of dihydrobaicalein-glucuronide, substances of commercial interest due
to their biological activity, so the Scutellaria spp. studied could be used to obtain extracts and

* Research Work
™ Science Faculty. School of Chemistry. Director: Elena E. Stashenko, Chemist, Ph.D. Co-directors: Jairo René
Martinez Morales, Chemist, Ph.D; Lady Johanna Sierra Prada, Chemist, Ph.D.
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individual bioactive compounds with antioxidant and antiviral potential for the pharmaceutical and
phytotherapeutic sector.

Introduccion

Las enfermedades infecciosas diversas prevalecen en los paises tropicales, porque tienen
ambientes propicios para la propagacion de microorganismos y vectores bioldgicos (Tercero &
Olalla, 2008). Las infecciones virales se encuentran entre las principales responsables de
morbilidad y mortalidad en todo el mundo, entre ellas, se destacan el ébola, el sindrome de
inmunodeficiencia adquirida (SIDA), la gripe, dengue en regiones tropicales como Colombia,
Brasil y Venezuela, y el sindrome respiratorio agudo severo (SARS) (Ben-Shabat et al., 2019). La
intervencion farmacoterapéutica ha sido hasta el momento la Unica alternativa para tratar la
mayoria de las infecciones virales debido a que aln no existen vacunas seguras y eficaces para su
aplicacion en humanos, ni tampoco medicamentos antivirales (Novakova et al., 2018).

En Colombia, el dengue es una enfermedad infecciosa que afecta gran parte de la
poblacion; cada afio se reportan ca. 100.000 casos (Hernandez et al., 2022). El dengue se transmite
por el vector Aedes aegipti (Sarmiento, 2000), en menor grado, por Aedes albopictus, y sus
sintomas son vomito, fiebre, dolor de cabeza y, en condiciones mas graves, hemorragias. Las
enfermedades infecciosas, entre ellas, el dengue, estan relacionadas con el estrés oxidativo alto,
que se produce cuando ocurre una alteracion del equilibrio entre las especies reactivas del oxigeno
(ROS) y los mecanismos de defensa antioxidante del organismo (Camini et al., 2017).
Soundravally et al. (Soundravally et al., 2008) evaluaron la infeccion viral por dengue en
diferentes etapas de contagio (tres, cinco y siete dias) y encontraron un notorio aumento de los
ROS, lo que podria favorecer la oxidacion descontrolada de biomoléculas (lipidos y proteinas) y

provocar complicaciones adicionales en la salud de los pacientes.
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La busqueda de compuestos (o0 mezclas) antioxidantes, preferiblemente, de origen natural,
puede ser una de las alternativas para aliviar los sintomas de enfermedades infecciosas, entre ellas,
el dengue. El género Scutellaria (Familia Lamiaceae) incluye alrededor de 460 especies
distribuidas en todo el mundo, principalmente, en regiones templadas de Europa, América del
Norte y Asia Oriental (Ranjbar & Mahmoudi, 2017). Las plantas de Scutellaria han sido utilizadas
desde hace tiempo en las regiones asiaticas y europeas; hojas, tallos y raices, se han usado para
hacer infusiones y ungtentos para controlar diversas gripes, infecciones, asma, neumonia, entre
otras (Shen et al., 2021a). En Colombia, los indigenas Paéz del Cauca, conocen la Scutellaria con
el nombre de “Alegria” debido a que la infusién de hojas es util, también, para calmar algunos
trastornos mentales, como la ansiedad y la depresion y enfermedades del sistema respiratorio
(Benitez-Benitez et al., 2020). Diversos estudios (Karimov & Botirov, 2017; Z. L. Wang et al.,
2018) indican que los extractos hidroetandélicos de diferentes especies del género Scutellaria spp.
poseen una gran variedad de metabolitos secundarios bioactivos, con diversas propiedades
bioldgicas, entre ellas, antiinflamatoria, antialergénica, antioxidante, antiviral y antitumoral
(Joshee. et al., 2019).

Colombia es un pais megabiodiverso con altisima variedad de plantas, mas de 2400
especies, de las cuales menos del 15% han sido fitoquimicamente estudiadas (Pabon et al., 2017).
Especies de Scutellaria spp., nativas de Colombia, tampoco tienen muchos estudios cientificos.
Segun el Instituto Nacional de Salud (Salud, 2020), A. aegipti y A. albopictus actia como un vector
para las enfermedades del dengue, chikungunya y zika, siendo el dengue, al dia de hoy, el
responsable de méas de 35.000 contagios en todo el pais, de los cuales mas del 2% se encuentran
en estado de alarma y el 0.1% han conducido a la muerte (Casos Reportados de Dengue En Las

Américas, 2022). La blsqueda de agentes antivirales naturales es muy actual e importante. El
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objetivo de este trabajo fue determinar la composicién quimica de los extractos hidroetandélicos de
S. incarnata, S. coccinea y S. ventenatii X S. incarnata y sus fracciones, asi como sus propiedades
antioxidantes, para complementar el estudio de actividad antiviral contra el virus del dengue, que
se lleva a cabo en el laboratorio de CINTROP de la UIS.

En la presente investigacion, se realizd un disefio experimental para obtener las mejores
condiciones de extraccion para cada especie bajo estudio, se determino la composicion quimica de
los extractos por cromatografia liquida de alta eficiencia acoplada a un detector de arreglo de
diodos (HPLC/DAD) y cromatografia de ultra-alta eficiencia acoplada a un espectrometro de
masas Orbitrap (UHPLC/ESI-Q-Orbitrap-MS).

Se colectaron seis fracciones de extractos de S. incarnata y S. coccinea y ocho de
S. ventenatii x S. incarnata, por cromatografia liquida preparativa (prep-HPLC). La actividad
antioxidante de las fracciones y de los extractos, fue evaluada por los siguientes métodos: ensayo
de decoloracion de catidn-radical ABTS™ y on-line HPLC-ABTS™, ensayo de capacidad de
absorcion de radicales de oxigeno ORAC y ensayo del B-caroteno. La actividad antiviral se evaluo
en el grupo de Arbovirus del Centro de Investigaciones en Enfermedades Tropicales, CINTROP,
dirigido por la profesora Dra. Raquel OCAZIONEZ.

Entre los hallazgos méas importantes de este trabajo figuran la informacién sobre la
composicién quimica, por primera vez reportada, de plantas del género Scutellaria spp., nativas
de Colombia. El extracto de S. coccinea present0 las actividades antioxidante y antiviral méas altas.
La baicalina, dihidrobaicaleina-glucurénido y baicaleina fueron importantes contribuyentes a las
actividades antioxidante y antiviral, lo que los hace candidatos seguros para continuar los estudios
biolégicos adicionales. Se encontré antagonismo en las propiedades bioldgicas evaluadas de

algunos compuestos de extractos (mezclas), por lo que seria importante aislar un mayor nimero



CARACTERIZACION QUIMICA DE EXTRACTOS DE Scutellaria spp. 21

de compuestos individuales. Debido al alto rendimiento de extraccion de los extractos estudiados
y a la actividad biologica alta de algunos de sus componentes, estos se podrian emplear como
ingredientes naturales antioxidantes y antivirales en productos finales.

Los resultados parciales de esta investigacion se publicaron en un manuscrito cientifico en
la revista “molecules” y en memorias de eventos nacionales e internacionales: 162 Reunion
Internacional de Investigacion en Productos Naturales, AMIPRONAT; 34° Congreso
Latinoamericano de Quimica, CLAQ; XII International Mass Spectrometry Conference on
Petrochemistry, Environmental and Food Chemistry, Petromass; 3¢ Iberoamerican Conference on
Mass Spectrometry, IBERO-2022. Los resultados obtenidos pueden ser de interés para las areas
de investigacién en quimica analitica, productos naturales, actividades bioldgicas y, en especial,
para los investigadores interesados en las areas de quimica analitica y de estudios de actividades
antioxidante y antiviral de extractos de plantas, para sus posibles usos en productos farmaceuticos.

Este trabajo hizo parte del proyecto N° 3 del Programa Bio-Reto XX1 15:50 financiado por
el Ministerio de Ciencia, Tecnologia e Innovacién, el Ministerio de Educacion Nacional,
Ministerio de Industria, Comercio y Turismo e ICETEX. La evaluacion antiviral se llevé a cabo
en cooperacion con el grupo de Arbovirus del Centro de Investigaciones en Enfermedades
Tropicales, CINTROP, dirigido por la profesora Dra. Raquel OCAZIONEZ. El permiso fue
otorgado por el contrato N° 270, que otorga acceso a recursos genéticos y productos derivados con
fines de bioprospeccion, suscrito por el Ministerio de Ambiente y Desarrollo Sostenible y la

Universidad Industrial de Santander.
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1. Objetivos
1.1 Objetivo general
Obtener y caracterizar por técnicas instrumentales los extractos hidroalcohdlicos y
fracciones enriquecidas de las especies S. incarnata Vent, S. coccinea y S. ventenatii Hook x

S. incarnata, y determinar sus actividades antioxidante y antiviral contra el virus del dengue.

1.2 Objetivos especificos

Encontrar las mejores condiciones de extraccion para las tres especies de Scutellaria spp.
bajo estudio, evaluando variables como la temperatura, relacion de solventes y tiempo de
extraccién en el proceso de extraccion.

Identificar y cuantificar los metabolitos secundarios por cromatografia liquida
UHPLC/ESI-Q-Orbitrap-MS en los extractos de las especies bajo estudio.

Fraccionar los extractos obtenidos de las especies bajo estudio por la técnica de
cromatografia liquida preparativa (prep-HPLC) y caracterizarlos quimicamente por UHPLC/ESI-
Q-Orbitrap-MS.

Determinar la actividad antioxidante mediante las técnicas ABTS™, on-line HPLC-
ABTS"™, ORAC y B-caroteno, de los extractos hidroalcohélicos, de plantas bajo estudio con mas

altos rendimientos y contenido de flavonoides.
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2. Estado del arte
2.1 Scutellaria spp.

Las plantas del género Scutellaria spp. (Lamiacea), popularmente llamadas “Skullcaps” o
“casquetes”, por la similitud que poseen sus flores con un casco de la época medieval, albergan
mas de 400 especies distribuidas en regiones templadas y tropicales de todo el mundo (Ranjbar &
Mahmoudi, 2017). Algunos estudios han mostrado que los extractos obtenidos de diferentes
especies de este género poseen propiedades antitumorales (Chou et al., 2003), hepatoprotectivas
(Lin & Shieh, 1996), antioxidantes (B. O. Lim, 2003), antiinflamatorias (Sook Chi et al., 2001) y
antivirales (S. C. Maet al., 2002), lo cual se encuentra en relacion con el empleo de estas especies
en diferentes culturas para tratar diversos tipos de malestares.

La composicion quimica de los extractos aislados de las especies de Scutellaria spp. se
empez6 a estudiar desde inicio de siglo XX, cuando en 1910, se aisld, por primera vez,
escutelareina de S. altissima (Zeng & Chen, 1957). En los extractos, obtenidos de Scutellaria spp.,
se han detectado terpenos, alcaloides, fitoesteroles y flavonoides, como baicalina, baicaleina,
wogonina y ganhuangenina (Shang et al., 2010). La especie mas abundante del género y, la mas
estudiada, es S. baicalensis, en la cual se han encontrado mas de 130 compuestos, siendo el grupo
mas abundante los derivados de flavonas, seguido de flavanonas, flavonoles, isoflavonas,
flavanonoles y chalconas (Karimov & Botirov, 2017).

En Colombia, las especies de Scutellaria nativas, no han sido estudiadas ni aprovechadas.
Hasta la fecha, solo se ha encontrado un estudio de Benitez-Benitez et al. (Benitez-Benitez et al.,

2020), en el que reportaron algunos parametros del método de extraccion con solvente que
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permitieron obtener extractos con rendimiento alto (35%); los autores (Benitez-Benitez et al.,
2020) no estudiaron la composicion quimica de los extractos obtenidos.

Las actividades antioxidante (Grzegorczyk-Karolak et al., 2019) y antiinflamatoria (Kim
et al., 2018) de extractos de Scutellaria spp. estan reportadas, sin embargo, aln se desconoce la
contribucion de los compuestos individuales a la actividad bioldgica del extracto. Por tanto,
investigadores como Dong et al. (Shen et al., 2021a) y Lim et al. (H. Lim et al., 2020) han aislado
compuestos fendlicos de extractos de algunas de estas plantas, usando cromatografia preparativa
de baja presion (LPPC, por sus siglas en inglés) y cromatografia en columna con diferentes
solventes de elucion, para determinar sus propiedades antioxidante, antiviral y antitumoral. La
wogonosida (C. Han et al., 2018), baicaleina (Roy et al., 2007), baicalina (Li-Weber, 2009),
wogonina (Zhao et al., 2018) y oroxilina A (H. Huang et al., 2020), compuestos caracteristicos
presentes en Scutellaria spp., tienen propiedades antioxidantes, antivirales y antitumorales y
modulan varias rutas biosintéticas relacionadas con la proliferacion de células cancerigenas.

Con el fin de encontrar mas estudios realizados sobre el género Scutellaria spp., se llevo a
cabo una busqueda sistematica en la base de datos Scopus (Elsevier), utilizando la ecuacion de
busqueda: TITTLE-ABS-KEY (“Scutellaria and Flavonoids”). Se encontraron més de 1.600
documentos desde el afio 2000 (Figura 1), lo que evidencia el interés que han tenido los
investigadores en estudiar las especies del género Scutellaria durante los Gltimos afios. En China,
se ha reportado un numero alto de publicaciones sobre Scutellaria spp., mas alto (981), seguido de
Corea del Sur (174), Estados Unidos (164) y Taiwan (79). Las areas de estudio de mayor interés

son farmacologia (25 %), bioquimica (22 %), medicina (19 %) y quimica (12 %).
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Figura 1.
Namero de publicaciones sobre Scutellaria spp., registradas durante los afios 2000-2023. La
ecuacion de busqueda utilizada TITTLE-ABS-KEY (“Scutellaria and Flavonoids”). Fuente:

Scopus, Elsevier. Periodo de observacion 2000-2023. Fecha de consulta 20 de enero de 2023.
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Los metabolitos presentes en Scutellaria spp. han sido de gran interés para los
investigadores, porque muchos de ellos son compuestos con alta actividad biolégica. La ecuacion
de busqueda TITTLE-ABS-KEY (“Scutellaria and Metabolite”), permitié encontrar 438
documentos que, en su mayoria, hacen referencia a las propiedades bioldgicas que poseen estos
compuestos, en especial, los flavonoides (Tabla 1). Uno de los estudios con mayor nimero de
citaciones es de Kang et al. (Kang et al., 2012) (56 citaciones), quienes evaluaron la capacidad

que tienen algunas flavonas, e.g. la baicaleina, para inhibir las ROS, generadas por un exceso de
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H>0> en la proteina kinasa A. Bardaksi et al. (Bardakci et al., 2015), encontraron que el extracto

de S. hastifolia presento actividades antioxidante y antiinflamatoria altas en estudios in vitro.
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Tabla 1.
Propiedades biologicas identificadas para algunas especies de Scutellaria spp. Tomado con modificaciones de Shen et al. (Shen et al.,
2021b).
Componente
Actividad activo / Dosis Ensayo Eficacia Mecanismo
extracto
2-256 UM (Ijn vitro: lineas celulares humanas  1Cso = 37.27 uM.
e cancer de pancreas, PANC-1. Modulacion de la via de
Baicaleina 60 mg/kg In vivo: modelos de tumor de Inhibicion del tumor sefializacion Hedgehog
Xenoinjerto en ratones hembra (38,3%). '
desnudos BALB/c.
50-200 uM In vitro: células cancerigenas de  1Cso = 165.5 uM.
Baicalina colon, HT-29. Supresion el gen c-Myc y
50y 100 In vivo: modelos de tumor de Inhibicion del tumor, ARN oncomir.
mg/kg Xenoinjerto en ratones desnudos.  P<0,05.
0-40 uM In vitro: células cancerigenas _ _
humanas de colon, HCT116 (wt-  Dependiente de la dosis.
p53), HT-29 (mt-p53), p53-null
. . HCT116 (p53- null). Inhibicion de la glucdlisis
Antitumoral - Wogonina 20-80 mglkg In vivo: modelo de ratones o del cancer.
hembra desnudos, BALB/c, Inhibicion del tumor
atimicos de tumor trasplantado, (60,8 %).
A2780.
Induccion de autofagia
. In vitro: células cancerigenas _ mediada por mitocondrias
Wogonosida  0-1000 uM ) oo de colon, LOVO. Cs0 = 31.25 uM. a través de
PI3K/AKT/mtor/p70s6k.
Previene de manera
In vivo: modelo de tumorigénesis  dependiente la Inhibicion de la
- 10y 40 . ! I L . . - .
Oroxilina A mg/kg de piel de raton carcindgeno carcinogeénesis cutanea inflamacion por regulacion

(DMBAVJ/TPA) inducido.

inducida por
DMBAV/TPA en ratones.

de SHCBPL.
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Tabla 1.

Continuacioén.

28

Componente
Actividad activo | Dosis Ensayo Eficacia Mecanismo
extracto
In vitro: reduccion de formacion
de unidades de focos del virus del Inhibicion completa de la
Baicalina 50 pg/mL dengue en células epiteliales de Viabilidad > 90 %. formacion de focos por
rindn de mono, Vero virus.
(ATCC®CCLS1™),
In vitro: replicacion del virus de
Antiviral Wogonina la mﬂuenzq AyBen células Dependiente del tiempo, ~ Modulacion de la ruta
1- 10 pg/mL  renales caninas, Madin-Darby, y 1Coo = 10 ta/ml. AMPK
células humanas epiteliales de s0= 1V Hg/mb. '
rinén (A549).
In vitro: repllcaplon deI_wrys del 50 uM inhibe 41 % de o o
L SARS-Cov en células epiteliales Inhibicién de la replicacion
Baicaleina 0,74 pg/mL - proteasa SARS-CoV-2 .
de rifion de mono, Vero 3CL del virus.
ATCC®CCLE1™), '
Extracto o . .. G iy
2CU0SO de S. 100 mglkg In vitro: modelo de periodontitis !nh|b|C|o_n, de la expresion
. - . en ratas. inflamacion de citoquina.
Antiinflama- _baicalensis
toria Extrgc_to 50-200 In vitro: modelo celular RAW Dosis dependiente contra  Inhibicion de la actividad
etanolico de S. mg/mL 264.7 de macr6fagos murinos la inflamacién NF-xB
barbata g ' g ' ' )
E:;Hgﬁ?o de In vitro: ensayo MTT contra el Supervivencia de
. 10 pg/mL dafio oxidativo del ADN en linfocitos entre el 90,2 y -
raices y tallos linfocitos el 98,7%
Antioxidante de S. altissima ' v
Extracto 40-200 In vitro: ensayos DPPH, ABTS* ICs =70.81,35.34y
etandlico de S. 33.27 pg/mL, -
- . pg/mL y CAA. :
baicalensis respectivamente.
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Tabla 1.

Continuacion.

29

Componente
Actividad activo [ Dosis Ensayo Eficacia Mecanismo
extracto
80 mg In vivo: pacientes con nefritis Reduccion de los niveles
tubular-intersticial (TIN). o
o , de expresion de IL-6, IL-
100 uM In vitro: modelo de células TIN ivacion de la via d
Baicaleina inducidas por lipopolisacaridos 10y TNF-a en suero, Ac~t|v_aC|qr] ©laviace
. . SOD y GSH-PX sefializacion Nrf2/HO-1.
(LPS) en células epiteliales dismi
. isminuyen.
Antioxidante tubulares proximales renales,
ensayo MTT.
Disminucidn dosis
In vivo: modelo de rata con dependiente de los Inhibicidn de la expresién
Baicalina 50 mg/kg : niveles de anion derivada del eritroide del

osteoartritis (OA).

superdxido muscular y
peroxinitrito.

factor nuclear.
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Los extractos obtenidos de las plantas son generalmente una mezcla muy compleja de
metabolitos secundarios, por ello, para realizar la cromatografia analitica de estas mezclas, es
conveniente, previamente, emplear técnicas de fraccionamiento y purificar algunos componentes
para realizar ensayos biolégicos posteriores (Waters, 1971). Las técnicas de separacion clasicas
como cromatografia en columna, cromatografia en capa fina, extraccion liquido-liquido y la
combinacion entre ellas, han permitido obtener un numero significativo de compuestos puros en
distintas especies de Scutellaria. spp. (Tabla 2). Sin embargo, técnicas mas modernas como la
cromatografia preparativa (prep-HPLC) permiten obtener las fracciones y los analitos en un menor
tiempo, con resultados similares (E. Verette & Villiers-le-Bel, 2000).

Usando la ecuacion de buasqueda TITTLE-ABS-KEY (“Scutellaria incarnata”), Se
encontraron 35 resultados, sin embargo, hacian referencia a otras especies del género Scutellaria.
Para las especies S. coccinea y S. ventenatii x S. incarnata, tampoco se encontraron reportes, lo
que evidencia una falta de estudios sobre las especies de Scutellaria spp., nativas de Colombia. En

la Figura 2 aparecen las imagenes de las especies estudiadas.
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Figura 2.

Plantas de Scutellaria spp. nativas de Colombia, en etapa de florecimiento: A. S. incarnata; B. S. coccinea y C. S. ventenatii x

S. incarnata. Fotografias tomadas por Silvia Marcela PORRAS TRIANA el 02 de diciembre de 2022 en el Complejo Agroindustrial

Piloto CENIVAM.
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Tabla 2.

Técnicas de fraccionamiento y purificacion de extractos de Scutellaria spp.

Parte de la planta

Método de fraccionamiento Referencias

Especie

estudiada

Compuestos aislados (niUmero)

Extraccion liquido-liquido (agua, éter

Flavonoides (11), fenilpropanoides

S. hainanensis Hojas y tallos de petréleo y acetato de etilo), seguido (2) der!vados de P'r.'dm'o (1), esteres (Bai et al,
! (1), derivados fenolicos (1) y 2019)
de cromatografia en columna. ; .
lignanoides (1).
Escutelarina, baicalina, wogonosida,
. escutelaprostina, hispidulin-7-O-f-
Cromatografia en columna empleando lucopiranésido, martinosida, acido (Bhat et al
S. prostrata Raices cloroformo y cloroformo-metanol en glucopira ’ RSP N
. . escutelarico 3-O-B-glucopiranosido, 2014)
diferentes proporciones. .
scutellapbiflavanone y
scutellaprostina M.
Crisina, oroxilina A, 7-0O-
Extraccion liquido-liquido (éter de metilnorwogonina, 5,7,22- (Karimov et
S. intermedia Hojas y tallos petroleo, acetato de etilo y butanol), trihidroxiflavona, 5,7,22-
. . - . . al., 2017)
seguido de cromatografia en columna. trihidroxiflavanona, escutevulina,
apigenina y baicaleina.
Extraccion liquido-liquido (hexano, Wogonina. sculcanflavona 11
acetato de etilo y butanol), seguido de gonina, sculcapt! N
_ _ ] cromatografia en columna y or0x11_1na A, baicaleina, 2 ,5,6_ ,7- (Y. K. Han
S. baicalensis Raices e . tetrahidroflavanona, wogonosida, o
cromatografia liquida de presién o - , , et al., 2020)
. . viscidulina Ill, baicalinay 2°,3,5,6,7-
media (MPLC, por sus siglas en . .
L pentahidroxiflavanona.
inglés).
Extraccidn liquido-liquido (agua,
acetato de etilo y butanol), seguido de
. . . ] . . — . (Dong et al.,
S. baicalensis Raices cromatografia preparativa de baja Baicaleina y wogonina. 2012)

presion (LPPC, por sus siglas en
inglés).
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2.2 Compuestos fendlicos

El metabolismo en las plantas es una serie de eventos fisico-quimicos ocasionados durante
los procesos de fotosintesis, respiracion y degradacion de compuestos organicos, que producen
moléculas de partida que se emplean para la generacion de acidos nucleicos, aminoacidos,
proteinas, carbohidratos, &cidos organicos y lipidos (metabolitos primarios), fundamentales para
que la planta crezca, se multiplique y viva (Plant Metabolism, 2018).

Los metabolitos secundarios son compuestos de bajo y medio peso molecular que derivan
sustancias de metabolismo primario de las plantas a través de diversas rutas biosintéticas,
principalmente, la del acido shikimico y la pentosa fosfato, dando lugar a mas de 8000 compuestos
(Stashenko, 2009). Los metabolitos secundarios cumplen varias funciones en la planta, entre ellas,
la defensa contra diferentes tipos de virus y plagas, ejercen la repelencia de insectos y participan
en la comunicacion entre plantas para favorecer o limitar su crecimiento (Kabera et al., 2014).
Debido a que estructuralmente tienen uno 0 mas grupos hidroxilo unidos a un anillo aromatico
(compuestos fendlicos), es posible encontrar desde moléculas simples, como &cidos fendlicos,
flavonoides, lignanos y estilbenos, hasta llegar a sustancias altamente polimerizadas como los
taninos (Hernandez-Rodriguez et al., 2018).

Los flavonoides, con mas de 4000 moléculas reportadas, son el grupo méas abundante de
compuestos fendlicos. Se encuentran, principalmente, en las vacuolas de las células vegetales y se
caracterizan por ser solubles en agua y por hacer parte del 60% de la dieta humana (Minatel et al.,
2017) . Poseen quince atomos de carbono con dos anillos aromaticos conectados por un puente de
tres &tomos de carbono y suelen presentar diversos sustituyentes, entre ellos se destacan los grupos

hidroxilo.
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Los primeros flavonoides se identificaron por el bioguimico hingaro Albert Szent-
Gyorgyi, quien gand el Premio Nobel por demostrar que estos compuestos aumentan el efecto
antioxidante de la vitamina C (Dias Sanchez et al., 2017). Algunas de las funciones de los
compuestos fenolicos consisten en otorgar color a los tejidos vegetales y frutos, absorber la
radiacion UV y participar en el proceso de fijacion de nitrégeno (Panche et al., 2016). Los
compuestos fenolicos poseen varias propiedades bioldgicas, entre ellas, antialergénica,
anticancerigena, antioxidante, antiviral y antiinflamatoria, y pueden brindar efectos beneficiosos
para la salud de las personas (Kabera et al., 2014). Los flavonoides se clasifican, segun la posicion
y namero de sustituyentes en su estructura quimica, asi: flavanonas, flavonas, flavonoles,

isoflavonoides, antocianinas y chalconas (Cartaya & Reynaldo, 2001a) (Figura 3).

Figura 3.

Clasificacion de flavonoides. Tomado con modificaciones de Panche et al. (Panche et al., 2016).

OH .
0 L e T
T PASOGCENGA
R e
OH R' Rv o
Antocianinas Chalconas Flavanonas

RH

%

I\Ol l\
/A I
\ i R'

R o)

Flavonas Flavonoles Isoflavonoides

R': H, OH, OCH; R": H, OH, OCH;



CARACTERIZACION QUIMICA DE EXTRACTOS DE Scutellaria spp. 35

La extraccion de los compuestos fendlicos suele realizarse usando solventes de polaridad media o
alta (agua, metanol, etanol, acetona, acetato de etilo y sus combinaciones) (J. Dai & Mumper,
2010). La extraccion asistida con ultrasonido es una técnica muy utilizada debido a la facilidad de
su uso, eficiencia de extraccion y amplio rango de aplicaciones (Gharaati Jahromi, 2019). Las
ondas de ultrasonido tienen frecuencias entre 20 y 2000 kHz y permiten aumentar el contacto
superficial entre los disolventes y los analitos, facilitando, de esta manera, su extraccion (NN.,
2015; Q. W. Zhang et al., 2018).

La cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC, por sus siglas en inglés) es la técnica
analitica preferida por los investigadores para la separacién de compuestos fendlicos, asi como
para su identificacion tentativa cuando se usa acoplada a diversos detectores, especialmente, el
detector de arreglo de diodos (DAD) y el espectrometro de masas (MS) (Naczk & Shahidi, 2004).
En general, se emplean columnas en fase reversa (Cig) y fases moviles polares, siendo el
acetonitrilo y el metanol, los solventes mas comunes (Ignat et al., 2011; Zarena & Sankar, 2012).

La cromatografia liquida acoplada a un detector de espectrometria de masas (MS, por sus
siglas en inglés), dependiendo de la resolucién del detector, puede brindar analisis muy sensibles
que permiten determinar masas exactas, formulas moleculares, composicion elemental, patrones
de fragmentacion y relaciones isotopicas (Bianco et al., 2006), para elucidar las estructuras
quimicas de los compuestos, especialmente, cuando se trabaja con sistemas tandem y MS de alta
resolucion (Sasidharan et al., 2011). Desde hace méas de diez afios, se destaca el analizador de
masas Orbitrap, por su alta sensibilidad y resolucion (Motilva et al., 2013).

La cromatografia en capa fina (TLC, por sus siglas en inglés) y cromatografia en columna
se han usado para aislar compuestos de extractos de plantas (Rasul, 2018), pero la cromatografia

preparativa (prep-HPLC) se utiliza para aislar compuestos de interés de manera versatil y rapida
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(Latif & Sarker, 2006). Esta técnica se diferencia de la cromatografia analitica, porque usa
columnas con un diametro interno considerablemente mas grande (10-70 mm vs 4.6 mm), lo que
permite trabajar con cantidades de muestra grandes. En la Tabla 3 se observan algunas de las

principales diferencias entre las cromatografias preparativa y analitica.

Tabla 3.

Principales diferencias entre las cromatografias analitica y preparativa. Tomado con

modificaciones de Subesta (Subesta, 2003).

Cromatografia

Parédmetros
Analitica Preparativa
Tamafio de particula, pm 1-3 3-10
ID de columna, mm 4.6 10-70
Capacidad de carga 1-8 mg <10g¢
Flujo, mL/min 0.9 25

2.3 Actividad antioxidante de extractos de plantas

Halliwell (Halliwell, 1990) define a un antioxidante como cualquier sustancia que, al estar
presente en concentraciones bajas en comparacion con las de un sustrato oxidante, retrasa o
previene significativamente la oxidacion de ese sustrato. Un sustrato oxidable puede ser proteina,
lipido, carbohidrato o el ADN. La ruta bioquimica, que suelen seguir este tipo de compuestos, es
la interaccion con un radical libre (RL), al cual le ceden un electron oxidandose y transformandose
en una especie molecular relativamente estable, débil, generalmente no téxica y que, en algunos

casos, puede regenerarse a su forma reducida por la accién de otros antioxidantes (Gil et al., 2002).
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Los antioxidantes se encargan de la regulacion metabdlica, por ejemplo, de activar e
inactivar biomoléculas, de permitir la obtencion de energia, de la activacion celular, entre muchas
otras (Gulcin, 2020). Sin embargo, cuando ocurre un desequilibrio por el exceso de especies
reactivas de oxigeno (ROS), o una disminucion de antioxidantes presentes, se genera el llamado
estres oxidativo (EO) (Lizette Gil del Valle, 2015), que puede estar relacionado con diferentes
enfermedades, principalmente, virales. Por esta razon, encontrar fuentes naturales de
antioxidantes, que permitan controlar los desbalances que pueden ocurrir en el organismo, es
esencial.

La capacidad antioxidante puede determinarse a través de diferentes ensayos o test que,
dependiendo de su mecanismo de accidn, brindaran resultados especificos. Los mecanismos de
accion de los antioxidantes pueden ocurrir a través de transferencia de electrones, transferencia de
atomos de hidrégeno, quelacion de iones metalicos, entre otros. Emplear varios ensayos para medir
la actividad antioxidante, otorga una mayor informacién sobre el mecanismo de accién de la
sustancia o extracto evaluado (D. Huang et al., 2005; Lizette Gil del Valle, 2015). En la Tabla 4
se muestran algunos ensayos empleados, su clasificacion, segn el modo de accion, para medir la

actividad antioxidante de una sustancia o mezcla.
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Tabla 4.
Clasificacion de los ensayos mas empleados para medir actividad antioxidante. Tomado con

modificaciones de Zulueta et al. (Zulueta et al., 2009).

Ensayo Mecanismo de accion
Sigla  Nombre Sigla Nombre
Capacidad de absorcion de

ORAC : ;
radicales de oxigeno
Pardmetro antioxidante de captura . .
TRAP total de radicales HAT T.ran,sferenma de un atomo de
R — hidrogeno
10U Inhibicidn de absorcion de
oxigeno

BC Ensayo de blanqueo de B-caroteno
TEAC Cap_amdad antioxidante de
equivalente Trolox
FRAP Par_ametro, ar_1t|OX|dante reductor ET Transferencia de electrones
de iones férricos
Ensayo de decoloracion del

cation-radical ABTS™

ABTS"

2.3.1 Ensayo de decoloracion del cation-radical ABTS*

Este método fue propuesto por Miller et al. (Miller et al., 1993) en 1993 y también se
conoce como capacidad antioxidante de equivalente al Trolox®. EI método espectrofotométrico se
basa en la inhibicién por parte de los antioxidantes de la absorbancia del catién-radical ABTS™
[2,2'-azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-sulfonato], debido a su reduccién por los compuestos
donadores de electrones presentes en la muestra de interés (Figura 4). El radical es un croméforo
azul-verde, estable, y tiene un espectro de absorcion de longitud de onda caracteristico
(A=734 nm), posee solubilidad en medios polares y apolares y no es afectado por la fuerza idnica
de solucion, por lo tanto, evalla antioxidantes tanto hidrofilicos, como lipofilicos de extractos de

plantas o fluidos bioldgicos (Huet-Brefia, 2017; Zulueta et al., 2009).
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Figura 4.
Reaccion del radical ABTS™ en presencia de un antioxidante. Tomado con modificaciones de

Vallejo et al. (Vallejo et al., 2016).
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Diversos investigadores han empleado ensayos antioxidantes usando un paso previo de
cromatografia liquida, con el fin de obtener una respuesta en funcion de cada pico del compuesto
de la mezcla obtenido; lo que se conoce como métodos de deteccién de alta resolucion (HRS, por
sus siglas en inglés) (Schenk et al., 2003). En estos sistemas, una vez separados los compuestos
por HPLC, cada uno de ellos se mezcla con un radical que se encuentra en una bomba auxiliar vy,
posteriormente, se transfiere a una bobina de reaccién y un detector. La respuesta se observa como
una sefial negativa debido a que los radicales se neutralizan con los electrones donados por los
antioxidantes, disminuyendo asi su respuesta (absorbancia) (Niederléander et al., 2008). En este
trabajo se determiné cual de los compuestos, presentes en el extracto, contribuyd en mayor grado
a la capacidad antioxidante de la mezcla (extracto), empleando el ensayo de decoloracion del

cation-radical on-line HPLC-ABTS™ (Shi et al., 2009).



CARACTERIZACION QUIMICA DE EXTRACTOS DE Scutellaria spp. 40

2.3.2 Capacidad de absorcion de radicales oxigeno ORAC

El método de capacidad de absorcion de radicales oxigeno fue desarrollado por Cao,
Alessio y Cutler en 1993 (Cao et al., 1993) y consiste en la medicion del decaimiento en la
fluorescencia de la fluoresceina, que sufre un dafio oxidativo por radicales peroxilo (ROO"). En
este ensayo, los compuestos antioxidantes protegen la fluoresceina del dafio generado a través de
la donacion de uno de sus atomos de hidrégeno, lo que permite medir el grado de su “efectividad”.
Usualmente, se emplean compuestos azo (moléculas que poseen un enlace N=N), como el AAPH
[2,2'-azobis (2-amidinopropano) diclorhidrato], para generar los radicales peroxilo por
descomposicion térmica, que oxidan a la fluoresceina y causan una disminucién de su

fluorescencia (Figura 5) (Lopez Mendez, 2015; Zulueta et al., 2009).
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Figura 5.
Posibles productos de oxidacion de la fluoresceina en presencia del radical AAPH: durante el

ensayo ORAC. Tomado con modificaciones de Ou et al. (Ou et al., 2001).
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2.3.3 Ensayo del g-caroteno

El ensayo del B-caroteno es el método mas antiguo para medir la peroxidacion de lipidos
en emulsiones de aceite en agua, e involucra el mecanismo de accion de transferencia de atomos
de hidrogeno. Es un método répido y relativamente sencillo en el cual se oxida el acido linoleico,
un acido graso insaturado, debido a las ROS que se producen por el agua oxigenada. El principio

del método se basa en el cambio de color de una solucién de B-caroteno, de amarillo a incoloro,
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ello, debido a la ruptura de la conjugacion « del B-caroteno por la presencia de radicales peroxilo-
lipidicos (LOO"). Cuando se afiade el antioxidante a la solucidn, la decoloracion se retarda gracias
a la reaccion competitiva entre el B-caroteno y el antioxidante con los radicales peroxilo-lipidicos

del medio (Gulcin, 2020; Ueno et al., 2014).

2.4 Actividad antiviral

Los compuestos con actividad antiviral son medicamentos que se usan en el tratamiento de
algunas enfermedades viricas. Ellos no eliminan los virus, pero consiguen impedir su replicacion
o alivian los sintomas propios de la enfermedad (Prieto, 2021). Los virus son agentes infecciosos
microscopicos acelulares cuya replicacion depende principalmente de los procesos biosintéticos
de la célula hospedadora. Una sustancia antiviral, para que sea eficaz, debe impedir la entrada o
salida del virus a (o de) la célula, se activa dentro de ella, o bloquea la acciéon de enzimas
importantes en la replicacién del virus (Katzung et al., 2011). Los agentes antivirales se dividen
en: (1) virusidas, que inactivan directamente el virus; (2) antivirales, que inhiben la replicacion
viral e (3) inmunomoduladores, que aumentan o modifican la respuesta del huésped a la infeccion

viral (Gonzélez et al., 2014).

Estudios realizados por Cuadros et al. (Martinez & Ocazionez, 2019), en el grupo de Arbovirus
del Centro de Investigaciones CINTROP, bajo la direccién de la doctora Raquel OCAZIONEZ,
han demostrado la efectividad que poseen los extractos obtenidos, de diversas plantas, para inhibir
la replicacion de los serotipos uno y dos del virus dengue. Se encontr6 que el extracto de Ageratina
aff popayanensis, presenté el mayor grado de inhibicién para el VDEN-1, cuando fue evaluado en

células de hepatocitos humanos, seguido del extracto de Aristolochia anguicida, que redujo la
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infeccion por VDEN-1y VDEN-2 en células de rifion de mono, asi como su replicacion en células

de hepatocitos humanos.

2.4.1 Virus del dengue

El dengue es una enfermedad que se transmite a los humanos por los mosquitos Aedes
aegypti y, en menor proporcion, por A. albopictus, que va desde leve (dengue), hasta grave (dengue
hemorrégico). Existen cuatro clasificaciones (serotipos) de virus dengue, segun los antigenos que
presentan en su superficie celular, asi: VDEN-1, VDEN-2, VDEN-3 y VDEN-4; los mas comunes
en Colombia son los primeros tres serotipos que son los mas agresivos. Dentro de las enfermedades
humanas generadas por arbovirus, el dengue es el principal responsable de las sintomatologias y
muertes que se presentan, con alrededor de 20000 a 25000 muertes de los 50 y 100 millones de
infecciones que ocurren cada afio en areas urbanas tropicales de todo el mundo (Ocazionez et al.,
2010).

Existen reportes cientificos que indican una actividad antiviral alta, contra VDEN-2, que
poseen la flavona glicosilada baicalina (Moghaddam et al., 2014) y su respectiva aglicona
baicaleina (Zandi et al., 2012), presentes en el extracto de S. baicalensis; hasta la fecha, el estudio
de éstos y otros metabolitos presentes en los extractos, no se ha hecho para otros serotipos del

dengue.
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3. Desarrollo experimental

3.1 Reactivos

Para el desarrollo de este trabajo, se utilizaron acido 2,2’-azino-bis-etilbenzotiazolin-6-
sulfonico (ABTS) (>98%), acidos galico (>97%) y linoleico (>99%), P-caroteno (>93%),
cloroformo (>99%), baicaleina (>95%), apigenina (>95%) y Trolox® (>97%), todos adquiridos en
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EE.UU.). Salvigenina (>98%), escutelarina (>98%), escutelareina
(>98%), baicalina (>98%), apigenina-7-glucurénido (>98%), wogonina (>98%), wogonosida
(>98%), eriodictiol-7-glucosido (>98%) y norwogonina (>98%) se obtuvieron de Chemfaces
(Wuhan, Ubei, China). Galangina (>95%), kaempferol-3-O-rutinosido (>98%) y vitexina (>98%)
se compraron a Phytolab GmbH (Vestenbergsgreuth, Baviera, Alemania). Acetonitrilo, grado
HPLC; acido formico, grado HPLC; isopropanol (98%), formiato de amonio (>99%), metanol,
grado LC/MS; persulfato de potasio (>98%) y agua Tipo I (sistema de purificacion Millipore

Direct-QTM) provinieron de Merck (Darmstadt, Alemania).

3.2 Material vegetal
3.2.1 Recoleccion

El material vegetal de Scutellaria spp. pertenece al estado colombiano, segun reza el
contrato de acceso a recursos genéticos y productos derivados N° 270 entre el Ministerio de
Ambiente y Desarrollo Sostenible y la Universidad Industrial de Santander. Las partes aéreas de
plantas de S. incarnata (nUmero voucher UIS219783), S. coccinea (numero voucher U1S219784)
y S. ventenatii x S. incarnata (hibrido, numero voucher UIS219785) se recolectaron en el
Complejo Agroindustrial Piloto del Centro Nacional de Investigaciones para la
Agroindustrializacion de Especies Vegetales Aromaticas y Medicinales Tropicales, CENIVAM

(Bucaramanga, Santander, Colombia). EI material vegetal se secé en un liofilizador de bandejas
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VirTis Advantage Plus (Gardiner, New York, EE. UU.) y se almacend a temperatura ambiente

(24 °C), en ausencia de luz.

3.2.2 Identificacion botanica
La identificacion botanica de las especies de Scutellaria spp. se llevé a cabo en el Herbario
de la Facultad de Ciencias de la Universidad Industrial de Santander. Exsiccatae (contramuestras)

de las plantas estudiadas se depositaron en el Herbario con el respectivo nimero de voucher.

3.3 Extraccidn con solvente del material vegetal

Para las tres especies de Scutellaria spp. se desarrollé un disefio experimental 23 con punto
central para determinar las mejores condiciones de extraccion, segin la metodologia desarrollada
por Liu et al. (Y. Liu et al., 2015), con algunas modificaciones. El procedimiento se llevo a cabo
con la técnica de extraccion con solvente (SE) asistida con ultrasonido, cada punto se midio por
triplicado, mientras que el punto central, por quintuplicado. Los siguientes fueron los factores
modificados: temperatura (A), relacion etanol:agua (B) y tiempo (C). La respuesta combinada se
determind normalizando los datos tanto rendimiento, como de actividad antioxidante (medida por
la técnica on-line HPLC-ABTS™) y sumando sus valores. Los datos se procesaron con el software
Statgraphics centurién XVI, version 16.1.

Los extractos hidroalcoholicos de las especies de Scutellaria spp. se obtuvieron, segun las
condiciones descritas en la Tabla 5. Tallos y hojas secas y molidas (1 g) se mezclaron con una
solucién de EtOH:H20 (20 mL), la mezcla se sometio a ultrasonido (Elmasonic S15H, Singen,
Alemania) (35kHz). El extracto se filtro (papel filtro Whatman N° 1) y el residuo se extrajo una

vez mas. Los extractos obtenidos se rotoevaporaron en el equipo Heidolph (Hei-VAP, Advantage
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HL, Chicago, IL, EE. UU.), se secaron en un liofilizador de bandejas VirTis AdVantage Plus (SP

Scientific, Gardiner, New York, EE. UU.) y se almacenaron (4 °C) en ausencia de luz.

Tabla 5.
Matriz de experimentos y variables evaluadas para el disefio factorial 2° para la extraccion con

solvente de plantas de Scutellaria spp. bajo estudio (n=3).

N° de experimentos A (Temperatura, °C) B (EtOH:H20 %) C (Tiempo, min)

1 -1 -1 -1

2 1 -1 -1

3 -1 1 -1

4 1 1 -1

5 -1 -1 1

6 1 -1 1

7 -1 1 1

8 1 1 1

9 0 0 0

10 0 0 0

11 0 0 0

12 0 0 0

13 0 0 0

Niveles

Factores 1 0 1
(A) Temperatura, °C 30 40 50
(B) EtOH-H-0, % 40 50 70
(C) Tiempo, min 5 10 15

3.4 Analisis quimico de extractos

3.4.1 Analisis por cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas

Las muestras se pesaron (0.5 mg) y se disolvieron en fase madvil (1 mL) metanol-agua 50:50
(0.1 % de acido férmico y 5 mM de formiato de amonio), para una concentracion final de

500 mg/L. Los patrones de referencia (baicalina, baicaleina, wogonina, wogonosida, escutelarina,
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escutelareina y norwogonina) se pesaron (1 mg), se disolvieron con la misma fase movil, y se tomo
una alicuota (2 pL) con una concentracion final de 2 mg/L para el analisis LC/MS.

Los compuestos fenolicos se analizaron en un cromatografo liquido de ultra-alta eficiencia
Vanquish™ (Thermo Scientific, Waltham, MA, EE. UU.), equipado con un compartimento de
columna controlado termostaticamente (40 °C). La separacion cromatografica se realizé en una
columna Zorbax Eclipse XDB Cig 50 mm L x 2.1 mm de D.l., tamafio de particula de 1.8 pm
(Sigma Aldrich, St. Louis, MO, EE. UU.). El caudal de la fase movil fue de 300 uL/min y contenia
(A) agua (0.1 % acido férmico + 5 mM formiato de amonio) y (B) MeOH (0.1% é&cido formico +
5 mM formiato de amonio). La condicién de gradiente inicial fue 100 % A, que cambio linealmente
a 100 % B en 8 min, se mantuvo durante 4 min, volvié a 100 % A en 1 min, y asi permanecio
durante 3 min. El volumen de inyeccion fue de 2 uL. El cromatografo liquido fue conectado a un
espectrémetro de masas Q-Exactive Plus Orbitrap (Thermo Scientific, Bremen, Alemania) con una
fuente de ionizacidn por electronebulizacion con calentamiento (HESI-11). El voltaje de capilar fue
3.5 kV. La temperatura del nebulizador se fijo en 350 °C y la temperatura del capilar en 320 °C.
El gas de secado y el gas auxiliar (N) se ajustaron a 40 y 10 unidades arbitrarias, respectivamente.
El nitrégeno (pureza >99 %) se obtuvo de un generador (NM32LA, Peak Scientific, Escocia, Reino
Unido). Los iones inyectados a la celda HCD (Higher-Energy Collision Dissociation Cell),
después de su almacenamiento en C-trap, se fragmentaron con energias de colision normalizadas
por pasos de 10 eV a 70 eV. El rango de masas escaneado en el espectrometro de masas fue m/z
80-1000. Los datos se obtuvieron y analizaron con el software Thermo Scientific™ Dionex™
Chromeleon™ Chromatography Data System (CDS), version 7.2, y el software Thermo Xcalibur
3.1 (Thermo Scientific, San José, CA, EE. UU.), respectivamente. La identificacion de los

compuestos se llevo a cabo comparando sus tiempos de retencidn (tr), espectros de masas,
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relaciones isotdpicas y formulas moleculares exactas con los de las sustancias-patrén y los de las
de bases de datos. Los datos MS fueron adquiridos en los modos de ionizacion de iones positivos
y negativos.

La cuantificacion se realizo usando el método de estandar externo, en modo de adquisicion
de iones seleccionados (SIM), con sustancias patron de baicalina, baicaleina, wogonina,
wogonosida, escutelarina, escutelareina, vitexina, eriodictiol-7-glucésido, é&cido-1,3-

dicafeoilquinico, escopoletina y acido rosmarinico.

3.4.2 Determinacion de figuras analiticas de mérito por UHPLC/ESI-Q-Orbitrap-MS

La precision, determinada como la repetibilidad y la reproducibilidad de tiempos de
retencién y areas cromatograficas, la linealidad, la sensibilidad y los niveles minimos de deteccion
(LOD, por sus siglas en inglés) y cuantificacion (LOQ, por sus siglas en inglés), se determinaron,
usando sustancias de referencia de baicalina, baicaleina, wogonina, wogonosida, escutelarina,
escutelareina, vitexina, eriodictiol-7-glucosido, &cido-1,3-dicafeoilquinico, escopoletina y acido
rosmarinico, a través de las curvas de calibracion obtenidas usando el método de estandar externo,
en modo de adquisicion de iones seleccionados (SIM). Cada compuesto se pes6 (1 mg), se afor6
con metanol, grado LC-MS (1 mL), y se realizaron diluciones en un rango de concentracion de

0.01-10 pg/mL (Véase Tabla 11).
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3.4.2.1 Determinacion de la reproducibilidad y la repetibilidad de los tiempos de retencion y las

areas cromatograficas

La repetibilidad y la reproducibilidad de los tiempos de retencion (tr) y éreas
cromatograficas, se calculé mediante sus promedios (Ecuacion 1), desviacion estandar (Ecuacion

2) y coeficiente de variacion (Ecuacion 3). Los valores se determinaron por triplicado (n=3).

X = % noX; Ecuacion 1
S = \/ﬁ n X — X2 Ecuacion 2
CV,% = 2x 100 Ecuacién 3

Donde: X = promedio de los datos, X; = datos, n = nimero de datos, S = desviacion estandar de

los datos, CV = coeficiente de variacion de los datos.

3.4.2.2 Determinacién de la linealidad y la sensibilidad del método cromatografico

La linealidad y la sensibilidad del método cromatografico se determinaron a partir de la
curva de calibracion de las sustancias de referencia mencionadas en la Seccion 3.4.1. El coeficiente
de determinacion (R?) de las curvas de calibracion se utiliz6 como indicador de linealidad del
método, para cada compuesto. La sensibilidad se determiné con base en la pendiente de la recta
con un nivel de confianza de 95%. En la Ecuacidn 4 se observa una recta ajustada, donde A es la
ordenada de origen y B la pendiente. Los valores de Ay B se determinaron, segun Miller y Miller

(Miller, J, Miller, 2002) (Ecuaciones 5y 6), asi:

y =A+ BX Ecuacion 4

A=y—-BX Ecuacion 5
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B = @ — Zgl(xi_)_()(Yi_y)

> Ecuacion 6
Qxx Z?;ﬂxi_x)z

Donde: X = promedio de los datos, X; = datos, y = respuesta en cada punto, y; = promedio de

respuesta de patrones.

Para A'y B la incertidumbre se calculd, segun Miller y Miller (Miller, J, Miller, 2002) (Ecuaciones

7-9), de esta manera:

m _o\2 -,
Sy/x = Z‘jﬁ%y) Ecuacion 7
1 X2 ny
Sa = Sy/x —+ o Ecuacion 8
Sp = XX Ecuacion 9
BT JQx

Donde: y = respuesta estimada en cada punto, y; = respuesta experimental de cada sustancia-

patron, m = ndmero total de puntos en la curva de calibracion, S, ,, = desviacion estandar de

y/X

residuos de la regresion lineal, S, = incertidumbre de A, Sg = incertidumbre de B.

3.4.2.3 Determinacién de los limites de deteccidn y cuantificacion del método cromatogréafico
Los LOD y LOQ de la técnica cromatogréafica se determinaron, usando las Ecuaciones 10

y 11, respectivamente:

LOD = 35% Ecuacion 10

LOQ = 105% Ecuacion 11

Donde: S,,/, = desviacion estandar de residuos de la regresion lineal, B = pendiente de la curva.
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3.4.3 Andlisis por prep-HPLC para obtener fracciones de extractos

El andlisis prep-HPLC cromatografico se realizo, segun Kumar et al. (Kumar et al., 2016)
y Abu-Lafi et al. (Akkawi, 2018), con algunas modificaciones. Se usé un cromatdgrafo liquido de
alta eficiencia Prominence (Shimadzu, Kyoto, Japdn), con columna cromatogréafica Shim-Pack
GIST C1g de 250 mm L x 20 mm LD. x 5 um de tamafio de particula (Shimadzu, Kyoto, Japon),
detector de arreglo de diodos SPD-M20A, bomba cuaternaria LC-20AP, inyector automatico SIL-
10AP, vélvula de reciclaje FCV-12AH vy fraccionador FRC-10? todos de Shimadzu (Kyoto,
Japon).

Los extractos hidroalcohdlicos de Scutellaria spp. se prepararon a una concentracion de
40 g/L y se inyectaron 5 mL de cada muestra. Se emple6 un flujo de fase mévil de 15 mL/min con
gradiente de elucién binario (A) agua Tipo | y (B) metanol grado HPLC, programado asi: 30 % B
(0 min) - 30 % - 100 % B (0-30 min) - 100 % B (30-35 min). La deteccion de los compuestos se
realiz6, usando las siguiente longitudes onda: A=240, 270, 290, 310, 330 y 350 nm.

Las fracciones obtenidas se rotoevaporaron en un equipo Heidolph (Hei-VAP, Advantage
HL, Chicago, IL, EE. UU.), hasta eliminar el exceso de fase mdvil, se reconstituyeron y se
trasvasaron a viales de 4 mL, en donde se llevaron hasta sequedad con corriente de nitrégeno y se
liofilizaron durante 48 h. El procesamiento de los datos se realiz6 en el software LabSolutionsTM

versién 5.97.

3.5 Evaluacion de la capacidad antioxidante in vitro de extractos de Scutellaria spp.

3.5.1 Ensayo de decoloracion del cation-radical ABTS™

El ensayo de decoloracién del catidn-radical ABTS™ se determind, segiin Re et al. (Re et

al., 1999), con algunas modificaciones. La prueba se realiz6 en un lector de microplacas Modulus®
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Il (Turner Biosystems Inc., Sunnyvale, CA, EE. UU.). El ABTS (7 mM en buffer de acetato) y
persulfato de potasio (2.45 mM) se mezclaron con sonicacion (30 min) y se almacenaron a 4 °C
(24 h), en ausencia de luz, para obtener una solucién de ABTS™ estable. Después, se tomo el
ABTS™ (900 uL) y se diluy6 en buffer de acetato hasta obtener una absorbancia de 0.71 + 0.02 a
A=750 nm, y se almacend a 4 °C (30 min) antes de su uso.

Cada extracto (2 mg) se disolvio en metanol (2 mL) y se diluyo en buffer de acetato
(20 mM, pH 4.5). El extracto diluido (10 uL) y la soluciéon de ABTS™ (190 uL) se depositaron en
cada pozo de la placa y la absorbancia se midié durante 60 min. La capacidad antioxidante se
determind a partir de una curva de calibracion con Trolox® (50-560 pM). Para cada concentracion
de la curva se calcul6 el porcentaje de inhibicion utilizando la Ecuacion 12. Las mediciones se
realizaron por triplicado y los resultados se expresaron como valor promedio + desviacion estandar

de pmol Trolox®/g de extracto.

Inhibicién, % = 0.1292(umol Trolox®) — 2.399 Ecuacion 12

3.5.2 Ensayo decoloracion del cation-radical on-line HPLC-ABTS *

El extracto se analiz6 en un cromatdgrafo liquido de alta eficiencia, HPLC 1200 Infinity
(AT, Palo Alto, CA, EE. UU.), acoplado a un derivatizador post-columna Pinnacle PCX (Pickering
Laboratories, Mountain View, CA, EE. UU.) para determinar su capacidad de decolorar el cation-
radical ABTS™. El analisis cromatografico se realiz6 empleando el método establecido por Sierra
et al. (Sierra Prada et al., 2020) en un cromatédgrafo liquido con una columna cromatogréfica
GEMINI Cis de 100 mm longitud x 4.6 mm D.I. x 5 um tamafio de particula (Phenomenex,

Torrance, CA, EE. UU.), detector de arreglo de diodos AT G1315D, bomba cuaternaria AT
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G1311C e inyector automatico AT G1329B (todos de AT, Palo Alto, CA, EE. UU.). Se inyectaron
a la columna 10 pL de cada extracto (10 g/L). La temperatura de la columna se mantuvo a 25 °C.
Como fase movil se empleo una solucion acuosa de acido formico al 0.5 % (v/v) (A) y acetonitrilo
grado HPLC (B), con un flujo de 1 mL/miny gradiente de elucion programado de 98 % A (0 min),
88 % A (15 min), 88 % A (15-23 min), 60 % A (46 min), 10 % A (71 min), 10 % A (71-75 min),
98 % A (80 min) a 98% A (80-85). El detector de arreglo de diodos (DAD) se ajusto a las siguientes
longitudes de onda: A=245, 270, 290 425 y 515 nm. La identificacion de los compuestos se llevo
a cabo comparando sus tiempos de retencion (tr) y los espectros UV-Vis con los de las sustancias-
patrén. El procesamiento de los datos se realizé usando el software AT ChemStation for LC &
LC/MS Systems (Version B.04.02-SP1).

La solucion del cation-radical ABTS™ se prepar6 mediante la reduccién del ABTS con
persulfato de potasio en agua, en relacion 2,9:1 y se dejo reaccionar en la oscuridad a temperatura
ambiente (17 h) hasta obtener un cation-radical estable. Seguidamente, esta solucion se almaceno
bajo oscuridad (17 h) antes de su uso. En la Tabla 6 se observan los pardmetros de operacion para
el derivatizador acoplado on-line al HPLC.

Tabla 6.

Parametros operacionales en el derivatizador acoplado on-line al HPLC.

Parédmetro Especificacion

Tiempo de corrida Igual al del HPLC, 90 min
Tiempo de equilibrio 2 min

Temperatura de la columna 30°C

Temperatura del reactor 130 °C

Volumen del reactor 1.4mL

Flujo de bomba 0.5 mL/min

Reactivo ABTS™ (79 uM)
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Los tiempos de corrida en el HPLC y el derivatizador fueron iguales (90 min), se establecio
un tiempo de equilibrio (2 min), después de cada corrida, para cargar la bomba con el volumen
necesario de ABTS™. El reactor tiene un volumen estandar (1.4 mL). El flujo de la bomba fue de
0.5 mL/min, esto permitié un tiempo de reaccion entre el ABTS™ y el eluato de 56 s. Cano et al.
(Cano et al., 2002) establecieron que ese tiempo garantizaba la reaccion de todos los compuestos
con el cation-radical ABTS™.

Una solucién diluida de ABTS™ (79 uM, en agua Tipo |) se deposit6 en un reservorio del
equipo. Teniendo en cuenta los flujos del HPLC y del derivatizador, la concentracion de cation-
radical en el reactor fue de 79 puM, con ella, se logré una absorbancia (0.71 £+ 0.02) igual a la
establecida en el ensayo de decoloracion del catién-radical ABTS™, realizado en el lector de
microplacas.

Los extractos se pesaron (10 mg), se disolvieron en una solucion de metanol (1 mL, 50%
v/v, en agua Tipo I) y se pasaron por un filtro PVDF (0.22 pum). El 4cido galico (10 ppm) se utilizé
como estandar interno. Los extractos se diluyeron (50, 100, 250 y 500 veces), para no saturar el
detector de longitud de onda maltiple MWD, operado a A=734 nm.

Los datos se procesaron con el software AT ChemStation, Version B.0.03-SR1. La
identificacion de los compuestos se realizé por comparacion de sus tiempos de retencion y de sus
espectros UV-Vis, con los de sustancias-patrén (acido galico, baicalina, baicaleina, escutelarina,
escutelareina, wogonina y quercetina). La capacidad antioxidante se determiné usando una curva
de calibracion con Trolox® (12-400 pM). Para cada concentracion de la curva se calculd el
porcentaje de inhibicion utilizando la Ecuacion 13. Las mediciones se realizaron por duplicado y
los resultados se expresaron como valor promedio + desviacion estandar de umol Trolox®/g de

extracto.
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Inhibicién, % = 16.105(umol Trolox®) + 226.01 Ecuacion 13

3.5.3 Evaluacion de la capacidad de absorcion de radicales de oxigeno

La capacidad de absorcion de radicales de oxigeno (método ORAC) se determind, segiin Huang
et al. (D. Huang et al., 2002), con algunas modificaciones. Se utilizd un espectrofotometro
Varioskan LUX VL0000DO (Thermo Scientific, Republica de Singapur, Asia) equipado con
microplacas negras de poli(estireno) de 96 pozos de 200 L, usando el médulo de fluorescencia.
El extracto (1 mg) se disolvié en metanol (1 mL) y se diluyé en buffer de fosfato (75 mM, pH 7.4);
en cada pozo de la placa se depositaron el extracto diluido (25 uL) y la solucion de fluoresceina
(150 pL, 0.0838 mM en buffer fosfato) luego, la mezcla se incubé a 37 °C (20 min), posterior a
esto, una solucion de 2,2'-azobis(2-amidinopropane) dihydrochloride (AAPH) (25 pL, 78 mM, en
buffer de fosfato) se adiciond a la solucion. La fluorescencia se midio6 (37 °C, 90 min) empleando
longitudes de onda de excitacion A=490 nm y de emision A=510 nm. La proteccion antioxidante
se determind a partir de la diferencia entre el area bajo la curva (ABC) de fluorescencia, de cada
muestra y el blanco (25 pL de buffer de fosfato). La capacidad antioxidante se determind por una
curva de calibracion con Trolox® (8-140 uM). Para cada concentracion de la curva se calculd el
porcentaje de inhibicion utilizando la Ecuacién 14. Las mediciones se realizaron por duplicado y
los resultados se expresaron como valor promedio + desviacion estandar de pmol Trolox®/g de

extracto.

Inhibicién, % = 0.1682(umol Trolox®) + 0.6835 Ecuacion 14
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3.5.4 Evaluacion de la decoloracion del f-caroteno

La actividad antioxidante se evalud siguiendo la metodologia descrita por Panovska et al.
(Panovska et al., 2005), con algunas modificaciones. Los extractos (2 mg) se disolvieron en
metanol (2 mL) y se diluyeron de uno a diez veces. De cada solucién, se tomaron 10 uL, se
depositaron en una microplaca y se aforaron con 190 pL de una emulsioén de B-caroteno que se
preparo asi: se peso -caroteno (2 mg) y se disolvio en cloroformo (200 uL). Se tomaron 12 L de
esta solucion y se depositaron en un conico que contenia Tween® 40 (100 mg) y &cido linoleico
(10 mg), la mezcla se agit6é a 3.000 rpm durante 30 s. El cloroformo se evapord con flujo de
nitrogeno (3 min) a temperatura ambiente. A la mezcla evaporada se le adicion6 agua Tipo |
(1 mL) y se agit6 por 1 min a 3.000 rpm. La emulsion formada se deposit6 en un balén de 25 mL.
Posteriormente, una solucion de persulfato de potasio al 1% (3 mL) se agregé como agente co-
oxidante, y se aford con agua Tipo I.

La lectura de la absorbancia se realiz6 a una longitud de onda de A=450 nm a 45 °C, en un
lector de microplacas de 96 pozos Modulos™ 11 Microplate Multimode Reader (Turner Biosystems
inc., Sunnyvale, CA., EE. UU.). La capacidad antioxidante se determiné por una curva de
calibracion con Trolox® (10-50 uM). Para cada concentracion de la curva se calculd el porcentaje
de inhibicion utilizando la Ecuacién 15. Las mediciones se realizaron por duplicado y los
resultados se expresaron como valor promedio + desviacién estdandar de pmol Trolox®/g de

extracto.

Inhibicién, % = 1.848(umol Trolox®) — 4.621 Ecuacion 15
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3.6 Evaluacion de la actividad antiviral

Las actividades citotoxica y antiviral de los extractos y fracciones de las especies de
Scutellaria spp. bajo estudio, se midieron usando las metodologias implementadas en el
Laboratorio de Arbovirus del Centro de Investigaciones en Enfermedades Tropicales (CINTROP),

de la Universidad Industrial de Santander, dirigido por la profesora Dra. Raquel OCAZIONEZ.

3.6.1 Virusy células

Se utilizaron virus del dengue tipo uno [DENV-1, cepa US/Hawaii/1944] y virus del
dengue tipo dos [DENV-2, cepa C de Nueva Guinea (NGC)]. Los virus se propagaron en células
C6/36 de Aedes albopictus (Instituto de Medicina Tropical Pedro Kouri, La Habana, Cuba) y se
recolectaron en el séptimo dia de post-infeccion. La reserva de virus se cuantificé en células BHK-
21 (ATCC®CCL-10™), empleando el método de placa, y se almacend a -80 °C hasta su uso. Las
células (ATCC®CCL-81™) epiteliales derivadas de rifion de mono africano, células Vero, en
medio minimo esencial (MEM) que contenia suero bovino fetal (10 %) (SBF, Gibco, Grand Island,

NY, EE. UU.), se emplearon a 37 °C, en presencia de CO al 5 %.

3.6.2 Evaluacion de la actividad citotoxica

El ensayo de cristal violeta se utiliz para evaluar la citotoxicidad de los extractos y
fracciones de Scutellaria spp. contra las células Vero.

Las células Vero (10.000 células/pozo) se sembraron en placas de 96 pozos y se dejaron
adherir (24 h) a 37 °C y 5 % de CO.. Para el tratamiento, el medio se reemplaz6 por medio que
contenia la muestra (extracto) a diferentes concentraciones (512, 256, 128, 64, 32, 16, 8 y 4 ug/mL)
y se incubaron (72 h) a 37 °C y 5 % de CO>. Las células no tratadas y las células tratadas con

dimetilsulfoxido se corrieron en paralelo como controles negativo y positivo, respectivamente.
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Después de lavar con PBS, una solucion de cristal violeta (100 pl) al 0.05 % en etanol al 20 % se
afiadid, dejando que las células se tifian (20 min) a temperatura ambiente. Despueés de seis lavados
con agua destilada, las placas se aspiraron, se dejaron secar al aire a temperatura ambiente, se
agrego metanol (200 pL) a cada pozo y se agitd (20 min). La intensidad del color de la reaccion
se midio por espectrofotometria a A=570 nm y el valor de densidad optica (O.D.) se considero
proporcional a la viabilidad del cultivo celular. Cada muestra se analizd en tres ensayos
independientes por triplicado. Se utilizo el software Graph Pad Prism 8 (GraphPad Software, San
Diego, CA, EE. UU.). Para cada muestra se compar6 el promedio de los pozos tratados y no-
tratados. El efecto del tratamiento se evalu6 mediante la citotoxicidad y se expresé como la
concentracion maxima no toxica (CMNT) y concentracién citotdxica 50 (CCxyo).

Para las fracciones de Scutellaria spp., se siguié el mismo protocolo, evaluando las

concentraciones de 100, 50, 25, 12.5, 6.3, 3.1y 1.6 pg/mL de cada fraccion.

3.6.3 Evaluacion de la actividad antiviral

El ensayo de inhibicion del efecto citopatico se utilizé para determinar la actividad antiviral
de los extractos y fracciones de Scutellaria spp.

La replicacion del virus dengue serotipos uno y dos se evaluo en las etapas de entrada del
virus y el bloqueo de la unién viral y la penetracion celular. Las células Vero se sembraron (10000
células/pozo) en placas de 96 pozos en medio MEM (10 % SBF) a 37 °C y 5 % de CO3 por 24 h.
Posteriormente, el virus se expuso a diferentes concentraciones (50, 25, 12.5, 6.2, 3.1, 16 y
1.6 pg/mL) de los extractos y se agrego a la célula para permitir la adsorcion del DENV-1 en las
células (1.5 h a 37 °C). El virus no adsorbido se descarto, se lavo y se agregd luego medio de
mantenimiento (2% SBF). El mismo procedimiento se llevo a cabo para DENV-2. Las células no

tratadas infectadas con DENV y no tratadas no infectadas, se procesaron en paralelo; como
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controles positivos se incluyeron células infectadas con DENV tratadas con dodecil sulfato de
sodio (DSS) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EE. UU.), antiviral de referencia. El software Graph
Pad Prism 8 (GraphPad Software, San Diego, California) se utilizé para el analisis de datos.
Para las fracciones de Scutellaria spp., se siguié el mismo protocolo, evaluando a las
siguientes concentraciones: 30, 15, 7.5, 3.7, 1.9 y 0.93 pug/mL para las fracciones FR-2 y FR-4 de
S. incarnata, FR-2 de S. coccinea y FR-8 de S. ventenatii x S. incarnata; 100, 50, 25, 12.5, 6.25 y
3.12 ng/mL para las fracciones FR-5y FR-6 de S. incarnata y FR-4 de S. ventenatii x S. incarnata;

50, 25, 12.5, 6.25, 3.12 y 1.6 pg/mL para la fraccién FR-3 de S. incarnata.
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4. Resultados y discusion

4.1 Identificacion boténica

La identificacion boténica de S. incarnata, S. coccinea y S. ventenatii x S. incarnata se
Ilevd a cabo en el Herbario de la Facultad de Ciencias de la Universidad Industrial de Santander
(UIS). El doctor Andrés Felipe CASTANO, boténico y profesor de la Escuela de Biologia de la
UIS, realizd la identificacion taxondmica de las especies (Tabla 7). El hibrido fue creado e
identificado por el doctor Robert Tulio GONZALES, botanico y profesor catedra de la Universidad
Nacional de Colombia (sede Palmira), adscrito como investigador al Centro de investigaciones

CENIVAM-UIS.

Tabla 7.

Identificacidn boténica de las tres especies de Scutellaria spp. bajo estudio.

Especie Familia N° Voucher
S. incarnata 219783
S. coccinea Lamiaceae 219784
S. ventenatii X S. incarnata 219785

4.2 Evaluacion de parametros de extraccion para las especies de Scutellaria spp.

La evaluacién del disefio experimental para obtener los extractos de las tres especies de
Scutellaria spp. se llevé a cabo usando un andlisis de varianza (ANOVA), para determinar la
significancia del tiempo, temperatura y porcentaje de etanol sobre el rendimiento y la actividad
antioxidante del extracto obtenido.

En los extractos estudiados de S. coccinea 'y S. ventenatii x S. incarnata, todas las variables
independientes tuvieron efecto sobre su actividad antioxidante, medida por el método on-line

HPLC-ABTS™, en cambio, para el extracto de S. incarnata, el tiempo de extraccion no generd
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modificaciones en la actividad antioxidante. La temperatura fue la variable con un efecto alto sobre
la actividad antioxidante de los extractos de S. incarnata y S. coccinea, mientras que la interaccion
entre la temperatura y el porcentaje de etanol fue la mas importante para la extraccion de
S. ventenatii x S. incarnata (Figura 6).

En el caso del rendimiento de extraccion, para los extractos de S. incarnata, la variable con
efecto més alto fue la temperatura, mientras que para el extracto de S. coccinea, el porcentaje de
etanol (Figura 7). Los resultados indican la importancia de evaluar los factores de temperatura,
relacion etanol:agua y el tiempo, para los extractos de cada planta estudiada, por ejemplo, la
temperatura fue el Unico factor con efecto significativo sobre el rendimiento de extraccion de

S. incarnata.

Tabla 8.
Resultados del andlisis de varianza para evaluar el efecto de las condiciones de extraccion sobre
el rendimiento y la actividad antioxidante de extractos hidroalcohdlicos de las especies de

S.incarnata, S. coccineay S. ventenatii x S. incarnata.

Especie S. incarnata S. coccinea S. ventenatii X S. incarnata
Variable Rendimiento AA Rendimiento AA Rendimiento AA
Valor Valor Valor Valor Valor Valor Valor Valor Valor Valor Valor Valor
Fuente
F p F p F p F p F p F p
A.

Tempera- 20.59 0.001* 61.26 0* 422 0.064 2465 0.001* 17.61 0.001* 368.69 0*
tura

B: 0.15 0.709 60.39 0* 131.89 0.000* 22.09 0.001* 12.23 0.005* 2589.6 0*
Solvente

C.: 064 0441 289 0.117 35.09 0.001 1852 0.001* 049 0.499 3300.1 O*
Tiempo

AB 0.2 0.663 289 0.002* 1.06 0326 7.85 0.017* 20.35 0.001* 6680.8 O*
AC 922 0011 0.65 0.436 16.40 0.002* 2554 0.001* 0.28 0.61 5.57 0.042*
BC 431 0.062 30.72 0.001* 500 0.050 8.10 0.016* 15.61 0.002* 67.84 0*

Valor p < 0.05 indica que es significativamente diferente de cero, con un nivel de confianza del
95 %.

AA: Actividad antioxidante.

*Valores significativos.
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Figura 6.

Diagramas de Pareto estandarizados para los rendimientos de extraccion de: A. S. incarnata;

B. S. coccineay C. S. ventenatii x S. incarnata.
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Figura 7.
Diagramas de Pareto estandarizados para las actividades antioxidantes de: A. S. incarnata;

B. S. coccineay C. S. ventenatii x S. incarnata.
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Se ha encontrado (Lizette Gil del Valle, 2015) que el exceso de los ROS en el organismo
acomparia las enfermedades virales, por lo cual, en el disefio experimental, para obtener extractos,
se evalud la respuesta combinada tanto de rendimiento como de actividad antioxidante altas. En la
Tabla 9 se muestran las variables evaluadas que permitieron obtener extractos de Scutellaria spp.
con rendimientos y actividades antioxidantes altas. Para todos los extractos, se observd que el
efecto de las variables puede cambiar en la respuesta combinada: por ejemplo, el rendimiento del
extracto de la especie S. incarnata no aumento con el incremento del porcentaje de etanol o con el
tiempo, pero la actividad antioxidante resultdo ser méas alta, por lo que su combinacion fue
significativa (Figura 8). Resultados similares reportaron Lee et al. (Lee et al., 2014) para

extraccion de S. baicalensis.
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Las tres especies de Scutellaria spp. estudiadas pertenecen al mismo género, pero con los
mismos valores de temperatura, relacion etanol:agua y tiempo no se obtuvo el mismo rendimiento
y la actividad antioxidante altos. De esto, se concluye la importancia de evaluar las variables

independientes y su combinacién, para cada especie individual.

Figura 8.
Diagramas de Pareto estandarizados para las respuestas combinadas rendimiento-actividad

antioxidante de: A. S. incarnata; B. S. coccinea y C. S. ventenatii x S. incarnata.

A. B.
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BC AC | | ‘
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Tabla 9.

Mejores condiciones de extraccion encontradas para las especies de Scutellaria spp. bajo estudio.

Variables de extraccion Respuesta combinada
Especie Temper-  Relacion  Tiempo, Rendimiento, %  pmol Trolox®/g
atura, °C EtOH:H20 min +s(n=23) extract £s (n = 3)*
S. incarnata 50 70:30 5 260 + 0.6 870 £ 3.5
S. coccinea 50 70:30 15 221 + 04 920 + 4.9
> ventenatil x 50 40:60 15 19.4 + 0.2 500 + 2.1

S. incarnata
* Sumatoria de los pmol Trolox®/g extracto que cada compuesto en el extracto contribuyd a la

actividad antioxidante total de la muestra, medida por on-line HPLC-ABTS"".

4.3 Caracterizacion quimica y cuantificacion de compuestos fendlicos, por cromatografia
liquida acoplada a espectrometria de masas, en los extractos y fracciones de Scutellaria spp.

estudiados

4.3.1 Figuras de mérito

En la Tabla 10 se muestran los resultados de las figuras analiticas de mérito del método
LC/MS, para tiempos de retencion (tr) y areas cromatogréficas de las sustancias de referencia
empleadas, obtenidos por UHPLC/ESI-Q-Orbitrap-MS. Los coeficientes de variacion para los tr
estuvieron entre 0.1% y 0.3% y para las areas cromatograficas entre 0.8 y 8.2%.

En la Tabla 11 se muestran los limites de deteccion (LOD) y cuantificacion (LOQ) del
método LC/MS para cuantificar los compuestos fenolicos, usando UHPLC/ESI-Q-Orbitrap-MS.
Los coeficientes de determinacion R? = 0.9880-0.9973 permitieron concluir que el método fue
lineal en el rango de concentraciones evaluadas (0.01-8.0 mg/L). Los limites de deteccion
(LOD = 0.04 - 0.87 mg/L) y cuantificacion (LOQ = 0.15-2.90 mg/L) fueron bajos. Estos

parametros estuvieron dentro de los rangos aceptados de las Buenas Précticas de Laboratorio, en
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donde se establecen que los coeficientes maximos de variacion para los tiempos de retencion sean
menores del 2 % y para las areas cromatogréaficas, del 10 % (International Organization for

Standarization, 1990).
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Tabla 10.
Repetibilidad de tiempos de retencion (tr) y de areas cromatograficas (corrientes ionicas extraidas) de sustancias-patron, analizados

por UHPLC/ESI-Q-Orbitrap-MS.

Masa experimental CV, Areazs, cuentas Ccv,

Compuesto? Formula tr £ S, min (n=3)

[M+H]* [M-HT % x 10 (n=3) %
Baicalina C21H18011  447.09056 - 57 + 002 03 14 + 208.8 1.5
Baicaleina C15H100s 271.05969 - 690 + 001 01 25 + 998.3 3.9
Escutelarina C21H18012  463.09691 - 515 + 002 0.3 4, + 338 0.8
Escutelareina C15H1006 287.05444 - 6.10 + 001 0.1 28 + 10233 37
Wogonosida C2H20011  461.17773 - 629 + 001 0.2 34 = 8137 2.4
Wogonina C16H120s 285.07575 - 732 + 002 0.2 47 + 589.4 1.2
Norwogonina C15H1005 271.05969 - 6.61 + 001 0.15 56 + 11. 2.1
Eriodictiol-7-glucésido CaH2011  451.12348 - 491 £+ 0.01 0.2 16 + 2733 1.7
Vitexina C21H20010 - 431.09727 509 + 001 0.2 20 = 5185 2.6
Acido-1,3-dicafeoilquinico C25H24012 - 515.11840 515 £+ 001 01 14 + 508.2 3.5
Escopoletina C10HsO4 193.04953 - 477 = 0.01 0.01 1006 *= 82729 8.2
Acido rosmarinico C18H160s 361,09179 - 546 + 001 01 0.291 =+ 0.006 2.1

& Sustancias-patron, analizadas a una concentracion de 2 mg/L.

CV: Coeficiente de variacion.



CARACTERIZACION QUIMICA DE EXTRACTOS DE Scutellaria spp.

Tabla 11.

68

Linealidad y sensibilidad determinadas por UHPLC/ESI-Q-Orbitrap-MS para sustancias-pratron.

Especie Formula  Ecuacion Ral?r?:alc!inmégrgco R? Se LODmg/g 00
Baicaleina CisHoOs Y = 54306552x - 1771997 0.01-0.55 0.9880 494757 0.06 0.23
Baicalina CoiHigOy Y = 17768317x - 8126211 0.92-9.15 0.9915 2389473 0.80 2.65
Wogonina CiHp0s Y =102573687x + 1716401 0.01-0.55 0.9916 914428 0.06 0.20
Wogonosida CooHaoO1 Y = 47342443x + 97160 0.01-0.73 0.9944 333617 0.05 0.19
Escutelareina CisHyOs Y = 36066876x + 1116868 0.07-5.49 0.9967 2130678 0.34 1.23
Escutelarina CoiHisOp, Y =46389443x - 17799122 0.07-7.32 0.9929 5237506 0.70 2.34
Norwogonina CisHyoOs Y =28702911x + 1443545 0.05-9.15 0.9930 4685934 0.96 3.20
Apigenina-7-glucurénido  ¢,,H,30,; Y = 28671963x - 298155 0.01-0.73 0.9966 158344 0.04 0.15
Eriodictiol-7-glucésido® CuH22011 Yy =6370387x - 1741 0.02-0.73 0.9972 32505 0.04 0.14
Vitexina® C21H20010 'y =29898689x - 258264 0.01-0.73 0.9973 212828 0.05 0.14
Acido-1,3-dicafeoilquinico? CzsH24012 Yy = 18125664x - 3558341 0.02-0.3 0.9909 3062384 0.05 0.15
Escopoletina® Ci1HsOs 'y =474737412x + 883086 0.02-0.73 0.9954 3062384 0.05 0.18
Acido rosmarinico® CisH160s  y =31520430x - 1206359 0.07-0.73 0.9913 455926 0.07 0.26

& Compuestos homologos usados para la cuantificacién de isocartamidina-7-glucurénido, apigenina-C-glucésido-C-arabinésido,
verbascasido, umbeliferona-hexoésido-pentésido e isoliquiritina, respectivamente.
Sg: Desviacion de la pendiente.

LOD: Limite de deteccién.

LOQ: Limite de cuantificacion.
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4.3.2 Caracterizacion quimica por UHPLC/ESI-Q-Orbitrap-MS de los extractos

hidroalcohdlicos de Scutellaria spp.

Diversos estudios (Joshee. et al., 2012; Shang et al., 2010) Se encontraron sobre la
composicion quimica de especies del género Scutellaria spp., pero hasta el momento, sobre las
especies nativas de Colombia no hubo reportes. El analisis por cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de masas de los metabolitos presentes en los extractos hidroalcohdlicos de tres
plantas de Scutellaria spp., se llevd a cabo en el modo de adquisicién dual de iones positivos y
negativos. En la corriente ionica total, los compuestos se detectaron usando las masas exactas de
moléculas protonadas o deprotonadas, medidas con A ppm < 2. El patron isotopico de moléculas
protonadas o deprotonadas fue concordante con el calculado por el software Thermo Xcalibur 93
3.1. El patrén de fragmentacion de iones [M+H]* o [M-H]" se estudié, usando diferentes energias
de colision (10, 94 20, 30, 40, 50, 60 o 70 eV) en una celda de colisiones activadas HCD; se
selecciond aquella energia que haya permitido observar iones-producto junto con la sefial de
[M+H]* o [M-HT-.

Un total de 17 compuestos fueron identificados, ocho de ellos, de manera confirmatoria,
usando sustancias-patron (baicalina, baicaleina, norwogonina, wogonina, wogonosida, apigenina-
7-glucuroénido, escutelareina y escutelarina), y nueve, de manera tentativa (Tabla 12), mediante
la comparacion con los espectros reportados en la literatura (J. Han et al., 2007a; He et al., 2016;
Lefebvre et al., 2021; G. Liu et al., 2009, 2011; Seo et al., 2013; Zengin et al., 2019)., presentes
en bases de datos espectrales (The NIST Mass Spectral Search Program, 2017; Wishart et al.,
2009), y estudiando el patron de fragmentacion, masas exactas y relacion isotopica de moléculas
protonadas o deprotonadas. Los compuestos fendlicos se clasificaron, segun sus caracteristicas

estructurales en flavonas, flavanonas y flavonoles (Figura 9).
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Las flavonas prevalecieron en los extractos, seguidas de flavanonas, flavonoles y derivados
de &cidos hidroxicinamicos. Las corrientes ionicas extraidas de las moléculas protonadas de
compuestos fendlicos presentes en los tres extractos de Scutellaria spp. estudiados, se muestran en

la Figura 10.
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Figura 9.
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Estructuras quimicas de los flavonoides identificados en los extractos hidroalcoholicos obtenidos de plantas secas de S. incarnata,

S. coccinea 'y S. ventenatii x S. incarnata. Glu: Glucosido, Ac. gluc: Acido glucurénico. Arab: Arabinésido. Ram: Ramndsido.
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Figura 10.

Corrientes ionicas extraidas (EIC), obtenidas en modo full scan por UHPLC/ESI-Q-Orbitrap-MS,
de moléculas protonadas [M+H]", detectadas en los extractos hidroalcohélicos de:
A. S. incarnata; B. S. coccinea y C. S. ventenatii X S. incarnata. En la Tabla 12 aparece la

identificacién de los picos.
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Tabla 12.
Masas exactas de moléculas protonadas [M+H]* y deprotonadas [M-H]" e iones-producto obtenidas por UHPLC/ESI-Q-Orbitrap-MS,

de los compuestos fenolicos presentes en los extractos hidroalcoholicos de plantas de Scutellaria spp. estudiadas.

NO
lpili(cif Compuesto Formula Masasne?;zpzalljl(r)ze;ntales, psm Héi/D’ lones-producto Formula  m/z (1, %)
10
[(M+H)-CsHsO6]* CisH130s  289.07043 (100 %)
1 Isocartlamldma— CatHaO12 [M+H]* 465.13580 045 20 [(M+H)-CsHsOg-CsHsO]" CgHsO 169.01312 (15 %)
glucurénido®® (2 %) ' [(M+H)-CsHsOg-H-0O]* CisH110s  271.06006 (1 %)
[(M'|'H)-CeHaOe-HzO-CeH4O3]+ CgH?Oz 147.04401 (6 %)
[(M-H)-C2H402] C24H23012  503.12198 (5 %)
Apigenina-C- [(M-H)-C3H6Os] CasH2011  473.10934 (64 %)
2 qucésid_o-C- CosHosO1a [M-H] 563.14191 1.13 30 [(M-H)-C4HgO4] Cx»H17010  443.09860 (70 %)
arabinosido (75 %) [(M-H)-CsH100s] CnH1709  413.08817 (13 %)
(Schaftosido)a'b [(M-H)-CzH40z-C4H804]' CooH1505 383.07773 (68 %)
[(M-H)- CoH40,-CsH100s]”  CioH1307  353.06668 (100 %)
_ [M-H] 623.19704 [(M-H)-CoHeO3] CaH29012  461.16672 (14 %)
3 Verbascc')5|doa’b Co9H35015 (7 %) 1.13 30 [(M-H)-CgHeOs—CsHloOd' C14H190g 315.10852 (3 %)
[(M-H)-CaoHs0O1]" CoHsOs  161.02365 (100 %)
[(M+H)-2H,0]* CxnH23010 435.12823 (5 %)
Umbeliferona- + M+H)-CsH1004]* CisH170s  325.09261 (100 %)
4 hexdésido- Co1H27012 [M+H22370/j(;514954 1.00 10 EEM+H;-C6H1005}+ Ci15H1707 309.09671 (10 %)
pentosido? [(M+H)-CgH1004-CsH100s]*  CoH703 163.03836 (17 %)
[(M+H)-CsH1004-CsH1005-H.0]* CgoHs0- 145.07590 (13 %)
. M+H]* 463.09691 M+H)-CsHgOs]" CisH110s  287.05537 (49 %
5  Escutelarina®®®  CyH1s012 [ 240 %) 0.42 10 EEI\/HH;- CsHsog-C5H403]+ Co O 163.03885 EQ %) )
6 Apigenina-7- CoriHieO [M+H]*447.09056 054 20 [(M+H)-CsHgO¢]" CisH110s  271.06033 (100 %)
glucurénido®®e 2L (12 %) ! [(M+H)- CsHgOs-CsH-0]"*  C/HsOs  153.01824 (1 %)
7 Isoliquiritina® CotH2204 [M+H]"419.13366 107 10 [(M+H)-CsH100s]* CisH1304  257.08044 (100 %)

(22 %) [(M+H)-CgH1005-H,O]* CisH1104  239.06585 (7 %)
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Tabla 12.
Continuacion.
NO
pico , Masas experimentales, A  HCD, i . o
Fig. Compuesto Formula miz (1, %) ppm eV lones-producto Formula m/z (1, %)
10
S . [(M+H)-CsHzO¢]" CisHuOs  273.07538 (100 %)
8 %ﬂg?gﬂﬁggﬁ'”a CatH20011 [M+H](34;3'10602 044 10  [(M+H)-CeHsOs-CsHs]* CHsOs  160.01341 (82 %)
[(M+H)-CeHsOs-CeHsOs]*  CoH:O  131.04932 (25 %)
e [M+H]* 447.09056 [(M+H)-CsHzO¢]* CisH10s  271.06033 (100 %)
9 Baicalina CaH1On (5 %) 033 20 r\M4H)- CoHsOs-CsHe]*  CriHsOs  169.01256 (1 %)
[(M+H)-HO]* CisHoOs  269.04416 (16 %)
[(M+H)-H,0-COJ* CuHsOs  241.04912 (8 %)
e [M+H]* 287.05444 [(M+H)-CsHsO]* CiHsOs  169.01280 (24 %)
10 Escutelareina®®  CisH00s (100 %) 0.57 80 [M+H)-CaHs-COJ* CoHsOs  141.01810 (10 %)
[(M+H)-CeHe0-CO-H,0]*  CeH:0s  123.00771 (56 %)
[(M+H)-C7HsOs]* CeH,O  119.04921 (32 %)
o be [M+H]* 46117773 [(M+H)-CsHzO6]* CisH10s  285.07535 (100 %)
11 Wogonosida CaHziOu (61 %) 047 20 F\M4H)-CoHsOwCHs]™"  CisHioOs  270.05164 (2 %)
Norwogonina- [M+H]* 447.20953 [(M+H)-CsHzO¢]" CisHuOs  271.06003 (100 %)
12 glucurénidors  CaHisOn (52 %) 024 20 r\M4H)-CoHgOr-CoHe]®  CriHsOs  169.01256 (1 %)
[(M+H)-H01* CisH1104  255.06465 (2 %)
L . [(M+H)-C.H0]* CisHuOs  231.06482 (1 %)
13 Dihidrobaicaleina o\, o [MJ’HEZSZ%O?G” 041 40 [(M+H)-CeHe]" CiHsOs  169.01292 (100 %)
[(M+H)-CsHsO.]* CoH/O  131.04906 (34 %)
[(M+H)-C:Hs0s]* CsHy 103.05447 (4 %)
[(M+H)-H.0]" CisHsOs  253.04919 (2 %)
[(M+H)-H,0-COJ* CuHsOs  225.05435 (4 %)
e [M+H]* 271.05969 [(M+H)-CsHs]* CiHsOs  169.01305 (28 %)
14 Norwogonina®>® - CasHioOs (100 %) 031 60 [M+H)-CeHg-COJ* CeHsO:  141.01811 (5 %)
[(M+H)-CsHs-CO-H:0]*  CeHsOs  123.00773 (6 %)
[(M+H)-C:Hs0s]* CsHy 103.04451 (16 %)
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Tabla 12.
Continuacion.
NO
pico , Masas experimentales, A  HCD, i . o
Fig. Compuesto Formula miz (1, %) ppm eV lones-producto Formula m/z (1, %)
10
[(M+H)-HO]* CisHeOs  253.04919 (1 %)
[(M+H)-H.0-CO]* CuHyOs  225.05435 (7 %)
o he [M+H]* 271.05969 [(M+H)-CgH¢]* C/HsOs  169.01305 (16 %)
15 Baicaleina C1sH100s (100 %) 150 60 rM+H)-CoHe-COT* CeHsO: 14101811 (11 %)
[(M+H)-CgHg-CO-H,0]*  CeH3Os  123.00773 (63 %)
[(M+H)-C7H,0s]* CgHy 103.04451 (10 %)
[(M+H)-CHg] ™ CisH100s  270.05176 (100 %)
abe [M+H]* 285.07575 [(M+H)-CHs-CO]* CuH100s  242.05701 (5 %)
16  Wogonina C16H1205 (1 %) 0.49 60 [(M-+H)-CHa-CsH1]* C/HiOs 168.07658 (3 %)
[(M+H)-CHs-C/HiOs] ™ CsH7 103.05444 (2 %)
[(M-H)-CHs] ~ CioH20s  314.15262 (100 %)
Diterpeno [M-H] 329.17474 [(M-H)-2CHs] CisH1s0s  299.12906 (0.1 %)
17 fenslico® CaoH2604 (15 %) 092 40 [(M-H)-CsHs] CiHi70s  285.11313 (0.2 %)
[(M-H)-CsH10] CieHi1s04  271.09641 (0.3 %)

& |dentificacion tentativa basada en la medicion de masas exactas y relaciones isotopicas del atomo de C.
b |dentificacion tentativa basada en la informacion obtenida de la literatura cientifica sobre metabolitos secundarios de plantas de
Scutellaria spp. (J. Han et al., 2007a; He et al., 2016; Lefebvre et al., 2021; G. Liu et al., 2009, 2011; Seo et al., 2013; Zengin et al.,

2019).

¢ Identificacion confirmatoria basada en la comparacion de tr y espectros de masas con los de sustancias-patron.
HCD-Higher-Energy Collision Dissociation Cell, por sus siglas en inglés.
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La mayoria de los compuestos identificados en los extractos eran flavonas y flavanonas, se
realizd estudio de sus patrones de fragmentacién usando baicaleina (flavona) y eriodictiol
(flavanona) como ejemplos. Eriodictiol no se detectd en los extractos, pero se estudié como
sustancia-patron. Los espectros de masas de estas sustancias (Figura 11) permitieron determinar
sus iones-producto caracteristicos, que fueron comunes en los espectros MS de todos los

compuestos de la misma familia (Figuras 12 y 13).
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Figura 11.

7

Espectros de masas obtenidos por UHPLC/ESI-Q-Orbitrap-MS de A. Baicaleina [M+H]

m/z 271.05969, a 60 eV y B. Eriodictiol [M+H]* m/z 289.07066, a 40 eV.
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Figura 12.

78

Esquema general de fragmentacion de las flavonas y sus derivados glicosilados. Glu: Glucosido,

Ac. gluc: Acido glucuronico. Arab: Arabindsido. Ram: Ramnosido.

Sustituyentes

Masas exactas, m/z

Compuesto _
R1 R2 Rs Rs Rs Glicésido F1 F2

Escutelarina OH Ac.gluc. H H OH 287.05537 169.01280 119.04921
Baicalina OH Acgluc. H H H 27106033 169.01256 103.04451
Norwogonina- .

o H Ac.gluc. OH H H 271.06003 169.01230 103.04425
glucurdnido
Apigenina- i

o H Acgluc. H H OH 271.06033 153.01824 119.04914
glucuronido
Escutelareina OH H H H OH - 169.01280 113.04921
Baicaleina OH H H H H - 169.01305 103.05441
Norowognina H H OH H H - 169.01305 103.05517
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Figura 13.
Esquema general de fragmentacion de las flavanonas y sus derivados glicosilados.

Glu: Glucésido, Ac. gluc: Acido glucurénico. Arab: Arabinésido. Ram: Ramndsido.

Sustituyentes Masas exactas, m/z

Compuesto S
R1 R2 R3 Rs Rs  Glicosido F1 F2 F3

Isocartamidina-
H H O-Gluc. H OH 289.07043 169.01312 119.04926 247.06036

glucurénido
Dihidrobaicaleina- Ac.
) OH H H H 273.07538 169.01341 103.05569 231.06398
glucurénido gluc.
Dihidrobaicaleina OH H H H H 273.07617 169.01292 103.05447 231.06482

En los espectros MS de la molécula protonada de baicaleina, el ion [M+H]* pierde una
molécula de agua, generando producto [(M+H)-H20O]* en m/z 253.04919, que decae con pérdida
de COy formando [(M+H)-H20-CO]* en m/z 225.05435. El ion [(M+H)-CgHs]* en m/z 169.01305
fue producto de un reordenamiento en la molécula protonada, que favorecid el rompimiento del
enlace en 2C y 3C del anillo C del flavonoide (Figura 9), su ion complementario [(M+H)-C7HsOs]*

en m/z 103.04451, también se registr6. A su vez, a partir de [(M+H)-CgHs]* se generaron los iones
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[(M+H)-CgHe-CO]" en m/z 141.01811 y [(M+H)-CgHs-CO-H20]" en m/z 123.00773, por
respectivas pérdidas de -CO y -H0.

En el espectro de masas de eriodictiol [M+H]*, el ion eliminé una molécula de agua y dio
origen al fragmento [(M+H)-H.O]" en m/z 271.05988. El ion-producto [(M+H)-CsHsO3]" en
m/z 163.03882 fue por pérdida de C¢HeOs. Los iones [(M+H)-CoH20]*y [(M+H)-CgHgO2] en
m/z 247.05997 y en m/z 153.01808, fueron productos respectivos de una pérdida de CH,=C=0y
de la ruptura retro Diels-Alder en los carbonos °C y °C en el anillo C de eriodictiol (Figura 9),
tipica para flavanonas (Fabre et al., 2001).

En los espectros de masas de los compuestos O-glicosilados se registraron las agliconas
protonadas o deprotonadas como iones-producto caracteristicos. La pérdida del fragmento
glicosilado se genero a energias de colision bajas (10 - 20 eV), mientras que la fragmentacion de
la aglicona protonada o deprotonada sucedié a energias mucho mas altas (50 - 70 eV) (Figuras 14

y 15), cuando las moléculas protonadas o deprotonadas ya no se registran en el espectro.
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Figura 14.

Espectros de masas obtenidos por UHPLC/ESI-Q-Orbitrap-MS de baicalina. Véase la sefial
[M+H]" en m/z 447.09198, obtenida a A. 20 eV y B. 70 eV de la energia de colisiones activadas

en la celda HCD.
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Figura 15.

Espectros de masas obtenidos por UHPLC/ESI-Q-Orbitrap-MS del eriodictiol-7-glucosido. Véase
la sefial [M+H]* en m/z 451.12348, a A. 10 eV y B. 50 eV de la energia de colisiones activadas

en la celda HCD.
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En los extractos, se encontro la umbeliferona-hexosido-pentosido, hasta donde sabemaos,
por primera vez. En su espectro de masas aparece el ion [M+H]* en m/z 471.14970,
correspondiente a la férmula elemental de esta sustancia C21H27012. El ion [M+H]" se disocia
generando el ion-producto [(M+H)-2H20]* en m/z 435.12823 por pérdida consecutiva de dos
moléculas de agua. La eliminacién de una molécula de ramnosa [(M+H)-CsH1004]* genero el ion-
producto en m/z 325.09137, que perdi6 una glucosa formando el ion-producto [(M+H)-CsH1004-
CesH100s]* en m/z 163.03882. Este ion eliminé agua formando el ion-producto [(M+H)-CsH1004-
CsH1005-H20]* en m/z 145.07590. La molécula protonada [M+H]" de umbelliferona-hexdsido-
pentdsido experiment6 la expulsion de una molécula de glucosa [(M+H)-CsH100s]* y generd el
ion-producto en m/z 309.09671 (Figura 16).

Este patrén de fragmentacion fue reportado por primera vez por McNeil en 1983 (McNeil,
1983), pero la propuesta de un esquema general para flavonoides glicosilados, se dio afios méas
tarde por Li y Claeys (Q. M. Li & Claeys, 1994) y Ma et al. (Y. L. Ma et al., 2000) (Figura 17).
Segun los autores ((McNeil, 1983, Q. M. Li & Claeys, 1994, Y. L. Ma et al., 2000), un proton de
la aglicona migra hacia el glicésido terminal (ramnosa), en donde pueden ocurrir procesos
inducidos por carga que conducen a la pérdida de glucosa, dando lugar al ion-producto en m/z
309.09671. Los autores (Q. M. Li & Claeys, 1994, Y. L. Ma et al., 2000) comprobaron estos

hechos mediante deuteracion de analitos y calculos computacionales.
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Figura 16.

Espectro de masas obtenido por UHPLC/ESI-Q-Orbitrap-MS de la umbeliferona-hexésido-pentésido. Se observa el ion [M+H]" en

m/z 471.14954 a 10 eV (HCD), del compuesto presente en el extracto hidroalcohdlico de S. incarnata.
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Figura 17.

Esquema de fragmentacion propuesto para la umbeliferona-hexosido-pentosido, para la
formacion del ion-producto CisH1707 en m/z 309.09671. Tomado con modificaciones de (Y. L.

Ma et al., 2000).

HO HO HO
HO HO _
o 0 \ 0 N 0 ) ~
+
HO O O \0+/ H HO O O 0O HO < O O (]
— — — H +
fo) 0 CH, O (0} CH; H O \9 CH;

HO OH HO OH HO OH
OH OH OH

OH

La apigenina-C-glucésido-C-arabindsido (schaftoside) fue reportada por Liu et al. (G. Liu
etal., 2011) y Han et al. (J. Han et al., 2007b) en otras especies de Scutellaria spp. En su espectro
de masas (ESI/MS), a partir de la molécula deprotonada [M-H] en m/z 563.13953 se observan
pérdidas de 60, 90 y 120 unidades que generan los iones-producto en m/z 503.12198, 473.10934 y
443.09860, respectivamente. Segun Becchi y Fraisse (Becchi & Fraisse, 1989) y Wu et al. (Wu et
al., 2004), estos son iones-producto tipicos de rupturas de enlaces C-glicosidicos. El ion-producto
en m/z 413.08817 se generd por el rompimiento de la hexosa [(M-H)-CsH100s]", que no involucro
la ruptura del enlace ''C-°C entre la aglicona y el glicosido (Figura 18). El ion-producto en m/z

383.07773 corresponde a la pérdida sucesiva de 60 (-C2H402) y 120 unidades (-C4sHgOs4) en los
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azucares; al igual que el ion-producto en m/z 353.06668, que se forma a partir de las pérdidas
sucesivas de 60 y 150 unidades (-CsH100s).

En el espectro de masas del verbascdsido, se registra la molécula deprotonada [M-H] en
m/z 623.19704, que se disocia con eliminacion del acido cafeico y una ramnosa, con formacion de
los iones [(M-H)-CoHeOs]" y [(M-H)-CoHesO3-CsH1004]" en m/z 461.16681 y m/z 315.10886,
respectivamente (Figura 19). El ion-producto CeHsO3 en m/z 161.02367 es un ion complementario
del acido cafeico. La presencia del verbascésido fue reportado previamente en S. orientalis,

S. salviifolia (Zengin et al., 2019) y S. hainanensis.
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Figura 18.

Espectro de masas obtenido por UHPLC/ESI-Q-Orbitrap-MS de la apigenina-C-glucésido-C-arabinosido. Véase el ion [M-H] en

m/z 563.14191, a 30 eV (HCD), del compuesto presente en el extracto hidroalcohdlico de S. incarnata.
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Figura 19.

Espectro de masas obtenido por UHPLC/ESI-Q-Orbitrap-MS del verbascésido. Véase el ion [M-H] en m/z 623.19704, a 30 eV (HCD),

del compuesto presente en el extracto hidroalcohodlico de S. incarnata.
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Isoliquiritina solo se encontrd en el extracto de S. coccinea, pero no se ha reportado en
otras especies de Scutellaria spp. La molécula protonada [M+H]* en m/z 419.13366, corresponde
a su formula elemental (C2:H2309), y se fragmenta por la pérdida de una molécula de glucosa,
dando origen al ion [(M+H)-CeH100s]* en m/z 257.08044, que pierde, a su vez, una molécula de
agua [(M+H)-CeH100s-H>0]" para generar el ion-producto en m/z 239.06585 (Figura 20).

Las moléculas protonadas [M+H]" en m/z 447.09618, apigenina-7-glucurénido vy
norwogonina-glucurénido, se encontraron Unicamente en el extracto de S. ventenatii X
S. incarnata. Para ambos compuestos, en sus espectros de masas, a partir de la molécula protonada
se observo la pérdida del acido glucurénido, para generar la aglicona protonada [(M+H)-CsHsOs]*
en m/z 271.06033. En el espectro de masas de la apigenina-glucuroénido, se observa en la aglicona
protonada, la ruptura del anillo central [(M+H)-CsHsOs-CsHsO]" y aparicion del ion-producto en
m/z 153.01824. En el espectro de masas de norwogonina-glucurénido, ocurre este mismo
rompimiento en la aglicona protonada pero con la pérdida del fragmento CsHe y generacion del
ion-producto [(M+H)-CsHgOs-CsHs]" en m/z 169.01256 (Figura 21). Las dos moléculas son
isdmeros y la posicion de los grupos hidroxilo en los anillos A 'y B es diferente (Figura 21), por

eso se presentan diferencias en sus espectros de masas.
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Figura 20.

Espectro de masas obtenido por UHPLC/ESI-Q-Orbitrap-MS de la isoliquiritina. Véase ion [M+H]" en m/z 419.13366, a 10 eV (HCD),

del compuesto presente en el extracto hidroalcohdlico de S. coccinea.
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Figura 21.

Espectros de masas obtenidos por UHPLC/ESI-Q-Orbitrap-MS de: A. Apigenina-7-glucurénido y B. Norwogonina-glucuronido. Véanse

iones [M+H]" en m/z 447.09218, a 70 eV (HCD), de estas sustancias presentes en el extracto hidroalcohélico de S. ventenatii x

S. incarnata.
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La molécula protonada de isocartamidina-glucurénido [M+H]", registrada en
m/z 465.10275, a través de la ruptura del enlace glucosidico, se disocia con formacién de la
aglicona protonada de isocartamidina [(M+H)-CsHgOs]", en m/z 289.07031 que luego, por ruptura
retro Diels-Alder, genera el ion [(M+H)-CeHgOs-CgHsO]" en m/z 169.01312. La aglicona
protonada, a su vez, pierde agua [(M+H)-CsHgOe-H20]" y forma el ion-producto en
m/z 271.06006, que se fragmenta para formar el ion [(M+H)-CsHsOs-H20-CsHsOs3]* en
m/z 147.0441 (Figura 22).

La dihidrobaicaleina-glucurénido y su aglicona, la dihidrobaicaleina, se han detectado
previamente en bajas concentraciones en extractos de Scutellaria (J. Han et al., 2007b; G. Liu et
al., 2009, 2011). En esta investigacion, se estudiaron sus patrones de fragmentacion (Figuras 23
y 24). La molécula protonada de dihidrobaicaleina-glucurénido [M+H]", registrada en
m/z 449.10783, genera, por ruptura del enlace glucosidico, el ion-producto [M+H-CsHgOs]* en
m/z 273.07575, que decae con formacion del ion-producto [(M+H)-CeHsOs-CsHg]* en m/z
169.01292, por ruptura retro Diels-Alder que sufre la aglicona. Esta Gltima pérdida ha sido
reportada como caracteristica en flavanonas (Fabre et al., 2001)(Fabre et al., 2001). El ion en m/z
131.04906 con formula elemental C9H-O, es producto de la ruptura del anillo C de la aglicona,
que genera el ion-producto [(M+H)-CsHsOs-CsHsO4]". Esta pérdida ha sido reportada por Hughes
et al. (Hughes et al., 2001) en la naringenina.

Un compuesto, correspondiente a una molécula deprotonada [M-H] en m/z 329.17474
(C20H2604) no se identificd positivamente. La estructura para esta sustancia se propone en la
Figura 25. La molécula deprotonada [M-H] experimenta la pérdida del radical metilo con
formacion del producto [(M-H)-CHs] en m/z 314.15262, que expulsa, luego, otro radical metilico

y genera el fragmento [(M-H)-CHz-CHs] en m/z 299.12906. Los iones-producto en m/z 285.11313
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y en m/z 271.09641 corresponden a las pérdidas de propano (CsHg) y de butano (CaHio),
respectivamente.

En extractos de Scutellaria spp. han sido reportados diterpenos (S. J. Dai et al., 2006;
Esquivel et al., 1995; Maleki et al., 2022), que, en sus espectros de masas, tienen este tipo de iones-
producto, originados de las pérdidas de radicales alquilo CHs’, CsH7", CsHi1°, pero ningun
diterpeno corresponde al identificado en este estudio. Danuello et al. (Danuello et al., 2020)
reportaron pérdidas de moléeculas neutras (CsHz, C4H1o) correspondientes a la escision del grupo
éster en compuestos derivados de la casearina. Da Cunha Pinto et al. (Da Cunha Pinto et al., 2016)
realizaron estudios computacionales de algunos diterpenos oxigenados y encontraron que las
pérdidas de agua y acido formico son caracteristicas para este tipo de compuestos. Teniendo en
cuenta que el compuesto (Figura 22) no mostrd la pérdida del &cido férmico, y que la pérdida de
agua ocurre con la formacion de un ion de intensidad muy baja (0.15 %), se propuso una estructura

quimica para la formula molecular C2oH2504.
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Figura 22.

Espectro de masas obtenido por UHPLC/ESI-Q-Orbitrap-MS de la isocartamidina-glucurénido. Véase ion [M+H]* en m/z 465.13492,

a 30 eV (HCD), del compuesto presente en el extracto hidroalcohdlico de S. coccinea.
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Figura 23.

Espectro de masas obtenido por UHPLC/ESI-Q-Orbitrap-MS de la dihidrobaicaleina-glucurénido. Véase ion [M+H]* en

m/z 449.10689, a 30 eV (HCD), del compuesto presente en el extracto hidroalcohdlico de S. incarnata.
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Figura 24.

Espectro de masas obtenido por UHPLC/ESI-Q-Orbitrap-MS de la dihidrobaicaleina. Véase ion [M+H]* en m/z 273.07523, a 40 eV

96

(HCD), del compuesto presente en el extracto hidroalcoholico de S. incarnata.
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Figura 25.

Espectro de masas obtenido por UHPLC/ESI-Q-Orbitrap-MS del compuesto con formula C2oH2504. Véase ion [M-H] en m/z 329.17587,

a 50 eV (HCD), del compuesto presente en el extracto hidroalcohdlico de S. incarnata.
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La cuantificacion de los compuestos se realiz0 mediante la técnica de estandarizacion
externa empleando el modo de monitoreo de iones [M+H]* o [M-H] seleccionados (SIM) para
cada compuesto de interés. En el caso de los iones extraidos de la corriente idnica total, para los
cuales no se contaba con su sustancia de referencia, se realizo la cuantificacion usando la curva de
calibracion obtenida para una sustancia-patron estructuralmente parecida al compuesto presente
en el extracto (Tabla 11). En los tres extractos, baicalina fue el compuesto mayoritario
(Tabla 13), esto coincide con lo encontrado en extractos de otras especies, e.g., S. baicalensis
(Horvath et al., 2005; Shen et al., 2021b) y S. lateriflora (Awad et al., 2003).

Baicalina se encontr6 en un gran nimero de especies del género Scutellaria (Shang et al.,
2010), ha sido objeto de interés de diferentes estudios bioldgicos, mostré su efectividad in vitro
para inhibir la infeccion con VIH (B. Q. Li et al., 2000), disminuir el estrés oxidativo producido
por la citotoxicidad generada por H20> en las células HK-2 (Gong & Zhu, 2018), para inducir y
potenciar la apoptosis en las células HT-29 de forma dosis-dependiente (Tao et al., 2018) e inhibir
la replicacion de enfermedades virales como el serotipo dos del dengue (Moghaddam et al., 2014).
La flavanona dihidrobaicaleina-glucurénido fue el segundo compuesto mas abundante en los
extractos estudiados, sin embargo, no se han encontrado reportes en la literatura cientifica sobre

sus propiedades biologicas.
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Tabla 13.
Cantidad (mg/g) de compuestos fendlicos presentes en los extractos obtenidos de las tres plantas

de Scutellaria spp. que crecen en Colombia.

mg compuesto/g extracto seco, valor + s (n=3)

Compuesto ) ) S. ventenatii x
S. Incarnata S. coccinea .
S. Incarnata
Baicaleina 16.37 = 0.01 1855 + 0.04 12.80 + 0.01
Baicalina 278.127 + 0.005 1583 % 0.3 186.87 + 0.01
Wogonina 0.159 £ 0.004 0.7 = 03 14.883 = 0.006
Wogonosida 1.25 £+ 0.06 1.241 + 0.007 11.84 + 0.04
Escutelareina 2 + 1 3.79 + 0.01 0.60 + 0.02
Escutelarina 3377 = 0.02 21400 = 0.007 20.09 + 0.03
Norwogonina <LOD <LOD 424 + 0.04
Dihidrobaicaleina® 7295 = 0.009 8843 + 0.006 221 £ 0.07
Dihidrobaicaleina-
o 140.18 £ 0.07 51.20 = 0.02 4489 + 0.06

glucuroénido®
Norwogonina-glucurénido® <LOD <LOD 29.79 + 0.04
Isocartamidina-glucuronido® 13.117 + 0.005 11419 =+ 0.007 <LOD
Apigenina-C-glucosido-C-

- ) 0.83 = 0.02 084 + 0.02 043 + 0.03
arabindsido (Schaftosido)®
Verbascosidof 33.72 + 0.04 3217 £+ 0.06 4154 + 0.03
Umbeliferona-hexdsido-

o 0.423 + 0.008 0.60 + 0.05 0.395 £+ 0.003
pentosido’
Apigenina-7-glucurénido® <LOD <LOD 9.24 = 0.03
Isoliquiritina" <LOD 156 + 0.05 <LOD

& Cuantificacion realizada en equivalentes de baicaleina

b Cuantificacion realizada en equivalentes de baicalina.

¢ Cuantificacion realizada en equivalentes de wogonosida.

d Cuantificacion realizada en equivalentes de eriodictiol-7-glucésido.

¢ Cuantificacion realizada en equivalentes de vitexina.

" Cuantificacion realizada en equivalentes de &cido-1,3-dicafeoilquinico.
9 Cuantificacion realizada en equivalentes de escopoletina.

h Cuantificacion realizada en equivalentes de &cido rosmarinico.

LOD: Limite de deteccion.
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La composicion quimica de los extractos de las tres especies de Scutellaria spp. fue muy
parecida, sin embargo, la cantidad y la relacién de los compuestos fueron diferentes en cada
extracto, lo que permite distinguir quimicamente cada una de las especies estudiadas.

En todos los extractos, se encontraron los compuestos glicosilados, junto con sus
respectivas agliconas. Su aislamiento se explica por el tipo de solvente empleado (etanol-agua),
que permitio extraer tanto moléculas muy polares (glicosidos), medianamente polares (agliconas)
y otros compuestos con varios grupos -OH presentes en sus estructuras (Cartaya & Reynaldo,

2001b; Maria Transito Lopez Luengo, 2002).

4.3.3 ldentificacidn y cuantificacion de las fracciones aisladas, por prep-HPLC, de los extractos

hidroalcohdlicos de Scutellaria spp.

Debido a que la composicion quimica de los extractos mostr6 que hay compuestos
mayoritarios de interés bioldgico (Seccion 4.3.2), se realiz6 un proceso de su fraccionamiento por
prep-HPLC para obtener estos analitos puros o en una matriz menos compleja. En las
Figuras 26 A-C, se muestran los perfiles cromatograficos obtenidos por prep-HPLC para las tres
especies de Scutellaria spp., en donde se encuentran sombreadas las fracciones recolectadas para
cada extracto.

Los perfiles cromatograficos de los extractos de S. incarnata y S. coccinea fueron muy
similares, en ambos, se encontraron seis fracciones de interés, en donde, de manera cualitativa,
solo cambiaron las intensidades de las sefiales. En cambio, en el perfil cromatografico del hibrido
S. ventenatii x S. incarnata se registraron ocho sefiales. Cada fraccion fue recolectada

(Seccion 3.4.3) y analizada por HPLC-DAD para determinar el nimero minimo de sus compuestos
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presentes. En la Tabla 14 se encuentra la identificacion preliminar, por HPLC/DAD, de los
compuestos en las fracciones de extractos de Scutellaria spp.

De los tres extractos se obtuvieron fracciones como una mezcla concentrada de sustancias,
sin embargo, en las fracciones cinco y seis de los extractos de S. incarnata y S. coccinea, se observo
una sola sefal, correspondiente a dihidrobaicaleina y baicaleina, respectivamente. EI mismo
comportamiento se observé para las fracciones siete y ocho del extracto del hibrido S. ventenatii
x S. incarnata, donde solo se encontrd baicaleina y wogonina, respectivamente (Figura 27). A
pesar de observar solo una sefial en el perfil cromatografico de estas fracciones, estas no fueron
clasificadas como puras, ya que es posible que existan compuestos que no absorban en el rango de

longitudes de onda utilizadas A=380 — 780 nm, pero que si estan presentes en la fraccion.
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Figura 26.
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Perfiles cromatogréaficos obtenidos por prep-HPLC (A=270 nm), de los extractos de
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Tabla 14.

Composicién quimica por HPLC/DAD a 2=290 nm de las fracciones de los extractos de Scutellaria spp.

103

N° S. incarnata S. coccinea S. ventenatii X S. incarnata
frac t Rendimiento t Rendimiento t Rendimiento
cio m?n de fraccion, Compuesto mF;’n de fraccion, Compuesto mF;’n de fraccion, Compuesto
% (n=4) % (n=4) % (n=4)
6.60- Isocartamidina- 6.00- Isocartamidina- 7 20- Norwogonina-glucuroénido +
1 ' 1.5 + 0.7 glucurénido + ' 2 + 1 glucurénido + ' 15 + 0.2 escutelarina + apigenina-C-
7.50 . 6.90 ) 8.50 . A
escutelarina Escutelarina glucosido-C-arabindsido
Escutelarina + Esg:ute!arma * Dihidrobaicaleina-glucurénido
P apigenina-C- Y .
7.57- apigenina-C- 7.02- . 8.60- + baicalina + norwogonina-
2 26 = 09 - 3 =1 glucdsido-C- 6 = 1 - e
8.56 glucosido-C- 8.30 N 9.80 glucuronido + apigenina-7-
U arabindésido + -
arabindsido oo glucuronido
isoliquiritina
Verbascosido + umbeliferona-
9.00- Dihidrobaicaleina 8.40- Dihidrobaicalein 10.0- hexdsido-pentdsido +
3 : 8 + 1 -glucurénido + ' 73 + 0.6 a-glucurénido + ' 9.1 + 0.5 dihidrobaicaleina-glucurénido
10.0 - 9.60 2 12.9 L .
baicalina baicalina + baicalina + norwogonina-
glucurénido + escutelareina
Verbascosido + Verbascosido +
umbeliferona- Umbeliferona- Wogonosida + umbeliferona-
11.0- hexo,sqio- 10.0- hexo§|QO- 13.0- hexésido-pentésido + isémero
4 ' 9 + 1 pentosido + ' 13 + 2 pentésido + ' 29 + 09 .
14.0 . . . 13.0 o L 15.0 uno umbelifeorna +
dihidrobaicaleina- dihidrobaicalein .
. L escutelareina
glucurénido + a-glucuroénido +
baicalina baicalina
Wogonosida + umbeliferona-
22.3- . S 21.7- Dihidrobaicalein  17.4- hexésido-pentésido + isémero
5 235 25 + 0.1 Dihidrobaicaleina 230 21 + 06 a 18.7 1.0 = 0.1 dos umbelifeorna +
escutelareina
23.8- L 23.3- . . 21.8- Dihidrobaicaleina +
6 250 1.0 + 05 Baicaleina 250 1.2 + 04 Baicaleina 231 04 £ 03 norwogonina
235- L
7 - - 246 0.7 * 0.5 Baicaleina
8 - - 25.4- 1.1 + 0.6 Wogonina

28.0
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Figura 27.

Perfiles cromatograficos y espectros UV-Vis obtenidos por HPLC/DAD (A=290 nm) de la A. Fraccion cinco del extracto de S. incarnata;

B. Fraccion seis del extracto de S. incarnata y C. Fraccion ocho del extracto de S. ventenatii X S. incarnata.
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Baicalinay dihidrobaicaleina-glucurénido, compuestos mayoritarios en los extractos de las
tres especies de Scutellaria spp., no se separaron por prep-HPLC, debido, posiblemente, a sus
estructuras quimicas similares, pero si se detectaron por HPLC/DAD en la misma fraccion. En la
Figura 28 se muestran el cromatogramay los espectros UV-Vis de las dos sefiales encontradas de
la fraccion tres del extracto de S. incarnata. En las fracciones tres y dos de S. coccinea y
S. ventenatii x S. incarnata, también, se observaron dos picos cromatograficos correspondientes a

baicalina y dihidrobaicaleina-glucuronido (Figuras 29 y 30).

Figura 28.

Perfil cromatogréfico y espectros UV-Vis, obtenidos por HPLC/DAD (A=290 nm), de la fraccion

tres del extracto de S. incarnata.
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Figura 29.

Perfil cromatografico y espectros UV-Vis, obtenidos por HPLC/DAD (2=290 nm), de la fraccion

tres del extracto de S. coccinea.
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Figura 30.

Perfil cromatogréfico y espectros UV-Vis, obtenidos por HPLC/DAD (A=290 nm), de la fraccién

dos del extracto de S. ventenatii X S. incarnata.
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El analisis por UHPLC/ESI-Q-Orbitrap-MS de todas las fracciones de los extractos de
Scutellaria spp. se realizo, bajo condiciones descritas en las Secciones 3.4.2 y 3.4.4. En la
Figura 31 se muestran las corrientes ionicas extraidas de los iones [M+H]" o [M-H] en
m/z 465.13580, m/z 563.14191, m/z 463.09691, m/z 449.10602, m/z 447.09056, m/z 623.19704,
m/z 471.14954, m/z 461.17773, m/z 273.07617, m/z 271.05969, y m/z 287.05444, extraidos de las
fracciones de los extractos de Scutellaria spp. La identificacion de los compuestos y su
cuantificacion se encuentran en las Tablas 15 a 17.

Los compuestos detectados por UHPLC/ESI-Q-Orbitrap-MS en los extractos de
Scutellaria spp., también se identificaron en las fracciones obtenidas para cada especie
(Seccion 4.3.2). En la composicion quimica de algunas fracciones se registraron trazas de
compuestos identificados en otras fracciones, por ejemplo, la dihidrobaicaleina-glucurénido y la
baicalina se detectaron en la fraccién tres y, también, en la fraccion cuatro del extracto de S.
incarnata.

En las fracciones cuatro y cinco de S. ventenatii x S. incarnata, se encontraron dos isomeros
de umbeliferona-hexésido-pentosido, que no se hallaron durante el analisis de los extractos
(Figuras 32y 33). El estudio de los patrones de su fragmentacion mostro los iones-producto de la
misma composicién con intensidades diferentes en sus espectros de masas, lo que puede estar
relacionado con la posicién del grupo hidroxilo en la aglicona (umbeliferona). Wang et al. (B.
Wang et al., 2015), reportaron que los isémeros angelol A e isoangelol (derivados de cumarinas),
presentaban espectros de masas idénticos pero algunos iones-producto en el espectro de masas de
angelol tenian las abundancias mayores. Esto se debe a que su grupo hidroxilo se encontraba en el
carbono nueve, mientras que, en el isoangelol, en el carbono diez, lo que hace poco probable la

formacion de algunos iones-producto, debido al impedimento estérico.
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Figura 31.

Corrientes ionicas extraidas (EIC) de moléculas protonadas [M+H]", obtenidas por UHPLC/ESI-Q-Orbitrap-MS en modo full scan,
de sustancias presentes en las fracciones de los extractos de: A. S. incarnata (seis fracciones); B. S. coccinea (seis fracciones) y

C. S. ventenatii x S. incarnata (ocho fracciones). La identificacion de los picos aparece en las Tablas 16 a 18.
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Figura 32.

109

Espectro de masas obtenido por UHPLC/ESI-Q-Orbitrap-MS del isémero de la umbeliferona-hexdsido-pentdsido con tr = 5.29 min.

Véase ion [M+H]" en m/z 471.14954, a 10 eV (HCD), correspondiente a este compuesto detectado en la fraccion cuatro del extracto

hidroalcohélico de S. ventenatii X S. incarnata.
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Figura 33.

Espectro de masas obtenido por UHPLC/ESI-Q-Orbitrap-MS del isémero de umbeliferona-hexosido-pentdsido con tr = 6.13 min. Véase
ion [M+H]* en m/z 471.14954, a 10 eV (HCD), correspondiente a este compuesto detectado en la fraccién cinco del extracto

hidroalcohélico de S. ventenatii X S. incarnata.
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Tabla 15.

111

Masas exactas de moléculas protonadas [M+H]* y deprotonadas [M-H], obtenidas por UHPLC/ESI-Q-Orbitrap-MS, de los

compuestos presentes en las fracciones aisladas del extracto hidroalcohdlico de S. incarnata.

N° mg mg
pico N° Compuesto Férmula Masas experimentales, A  HCD, compuesto/lg compuesto/g Fraccion total
Fig. fraccion P m/z (1, %) ppm eV  fraccibnseca, fraccionseca recogida, mg
31LA valor +s(n=3) total, valor
1 1 Isocartamidina-glucurénido®  CotHaoOro [M+H](24;)5)'13580 045 20  2.999 +0.007 2.99 20.10
Apigenina-C-glucosido-C- [M-H] 563.14191
2 ,  _arabinosido (Schaftosido)?* CaoH28014 (75 %) 11330 0.76+001 078 2450
5 Escutelarina®P< C21H18012 [M+H24g§/§)'09691 0.42 10 0.02+£0.04
8 Dihidrobaicaleina-glucurénido®®  Cj;H20011 [M+H](34(;g'10602 0.44 10 9.06 £ 0.02
3 " 89.28 119.0
9 Baicalina®®® C21H18011 [M+H](54;07)'09056 0.33 20 80zx1
3 Verbascosido®? C29H36015 [M_H]; 5/3) 19704 1.13 30 46.55 £ 0.01
4 Umbgl_lferona—hex05|do- CatHy1O12 [M+H]* 471.14954 1.00 10 0.15 + 0.03
4  -pentosido® (20 %) 108.25 146.90
8 Dihidrobaicaleina-glucurénido®®  CpH20011 [M+H](34:/1'3'10602 0.44 10 33.23 £ 0.05
9 Baicalina®>® CotHis011 [M+H](54;07)'09056 033 20 2831+002
14 5  Dihidrobaicaleina®® CisHi205 [M’LH](Z?OZ')WG“ 041 40 521003 5.21 22.00
15 6 Baicaleina®"¢ Ci5H1005 [M+|_|(:|10%701/0')05969 0.41 60 2.30+£0.01 2.30 7.10

2 |dentificacion tentativa basada en la medicion de masas exactas y relaciones isotopicas del atomo de C.
b |dentificacion tentativa basada en la informacion de la literatura cientifica sobre metabolitos secundarios de plantas de Scutellaria spp.
(J. Han et al., 2007a; He et al., 2016; Lefebvre et al., 2021; G. Liu et al., 2009, 2011; Seo et al., 2013; Zengin et al., 2019).

¢ Identificacion confirmatoria basada en la comparacién de tr y espectros de masas con los de las sustancias-patron.

HCD Higher-Energy Collision Dissociation Cell, por sus siglas en inglés.
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Tabla 16.

112

Masas exactas de moléculas protonadas [M+H]" y deprotonadas [M-H], obtenidas por UHPLC/ESI-Q-Orbitrap-MS, de los

compuestos presentes en las fracciones aisladas del extracto hidroalcohdlico de S. coccinea.

No mg mg
pico N° , Masas experimentales, A  HCD, compuesto/g  compuesto/g Fraccién total
Fig. fraccion Compuesto Formula m/z (1, %) ppm eV  fraccibnseca, fraccionseca recogida, mg
31,B valor +s (n=3) total, valor
1 1 Isocartamidina-glucurénido?® C21H20012 [M+H]" 465.13580 0.45 20 3.66 £ 0.01 3.66 15.10
(2.%)
Apigenina-C-glucosido-C- [M-H] 563.14191
2 arabinésido (Schaftosido)? CaeHasOus (75 %) 11330 0.16+0.02
5 2 Escutelarina®®e CaH101 [MJ'H:(' o 22509691 042 10  054%003 0.84 16.60
7 Isoliquiritina? CatH205 [M+H](zgl(,2')13366 107 10 013001
8 Dihidrobaicaleina-glucurénido®®  Cp1Hz0011 [M+H](3404/3'10602 044 10 13.57 £0.06
3 s 33.19 68.40
9 Baicalina®>® CotHi1On1 [M+H](54;07)'09056 033 20  19.62+0.02
3 Verbascosido® CasHacOss [M'H]"(%z')lgm 113 30  58.65+0.03
4 Umbplyfezona—hexomdo- CatHy1O12 [M+H]*" 471.14954 100 10 0.18 + 0.01
4  -pentosido (20 %) 109.85 109.80
8 Dihidrobaicaleina-glucurénido®®  Cj;H0011 [M+H]" 449.10602 0.44 10 19.54 £0.01
3 %)
9 Baicalina®®® C21H18011 [M+H]" 447.09056 0.33 20 29.51 £0.02
(5 %)
14 5 Dihidrobaicaleina®? C15H120s [M+H]" 273.07617 0.41 40 3.45+0.02 3.45 14.50
(28 %)
15 6 Baicaleina®?¢ Ci15H100s [M+H]" 271.05969 0.41 60 4.23+£0.01 4.23 13.90
(100 %)

2 |dentificacion tentativa basada en la medicion de masas exactas y relaciones isotépicas del atomo de C.
b 1dentificacion tentativa basada en la informacion de la literatura cientifica sobre metabolitos secundarios de plantas de Scutellaria spp. (J. Han et al., 2007a; He
et al., 2016; Lefebvre et al., 2021; G. Liu et al., 2009, 2011; Seo et al., 2013; Zengin et al., 2019).
¢ Identificacion confirmatoria basada en la comparacion de tr y espectros de masas con los de las sustancias-patrén.
HCD Higher-Energy Collision Dissociation Cell, por sus siglas en inglés.
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Tabla 17.

113

Masas exactas de moléculas protonadas [M+H]* y deprotonadas [M-H], obtenidas por UHPLC/ESI-Q-Orbitrap-MS, de los

compuestos presentes en las fracciones aisladas del extracto hidroalcohdlico de S. ventenatii x S. incarnata.

N° mg mg
pico N° Compuesto Férmula Masas experimentales, A  HCD, compuesto/lg compuesto/g Fraccion total
Fig. fraccion P m/z (1, %) ppm eV  fraccibnseca, fraccionseca recogida, mg
31,C valor +s (n=3)  total, valor
Apigenina-C-glucosido-C- [M-H] 563.14191
2 arabindsido (Schaftosido)>® CasHzs0u (75 %) 11330 0.16+002
5 Escutelarina®»® CatHis01 [MJ'H% o %2509691 042 10  213+002
1 n 5.00 13.30
12 Norwogonina-glucurénido®? C21H15011 [M+H]" 447.20953 0.24 20 0.43£0.02
(52 %)
6 Apigenina-7-glucurénido®Pe C21H15011 [M+H]" 447.09056 0.54 20 1.24+0.01
(12 %)
8 Dihidrobaicaleina-glucurénido®®  Cp;H20011 [M+H]" 449.10602 0.44 10 9.51+£0.02
3 %)
9 2 Baicalina®b¢ C21H15011 [M+H]" 447.09056 033 20 18.62 £ 0.03 28.70 59.40
(5 %)
12 Norwogonina-glucurénido®? C21H15011 [M+H]" 447.20953 0.24 20 0.58 £0.04
(52 %)
3 Verbascosido?® CasHacOrs [M'H];ff/f)'lgm“ 113 30  45.43+0.03
Umbeliferona-hexdsido- [M+H]* 471.14954
4 pentésido® C21H27012 (20 %) 1.00 10 0.22+0.02
8 Dihidrobaicaleina-glucurénido®®  CpH20011 [M+H](34;3'10602 0.44 10 3.48 +0.06
3 m 86.57 90.50
9 Baicalina®>® CaotHis011 [M+H](540‘}07)'09°56 033 20  29.80+0.04
+
12 Norwogonina-glucuronido®®  CaiHisOu [M+H:(|5§‘§/Z)'20953 024 20 59510008
+
10 Escutelareina®® CisHipos ~ MFHI'287.05444 57 60 1684003

(100 %)
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Tabla 17.

Continuacion.

N° mg mg
pico N° Compuesto Eérmula Masas experimentales, A  HCD, compuesto/lg compuesto/g Fraccion total
Fig. fraccion P m/z (1, %) ppm eV  fracciénseca, fraccibnseca recogida, mg
31,C valor +s(n=3)  total, valor
Umbeliferona-hexosido- [M+H]* 471.14954
4 pentésido? C21H27012 (20 %) 1.00 10 0.01+0.02
11 Wogonosida®"* Ca2H20011 [M+H](6£11%/10.)17773 047 20 3.148 +0.05
4 " 3.16 21.20
IS1 Isomero uno umbeliferona C21H27012 [M+H%3§Z/i).14954 035 10 0.33+0.02
10 Escutelareina®®¢ Ci15H1006 [MH_'(]lO%SO?A)' )0 5444 0.57 60 0.01£0.02
Umbeliferona-hexosido- [M+H]* 471.14954
4 pentésido® C21H27012 (20 %) 1.00 10 0.01+£0.02
11 Wogonosida®P:¢ C22H20011 [M+H](611i/1()517773 0.47 20 0.24 £ 0.03
5 " 0.24 8.30
1S2 Isomero dos umbeliferona C21H27012 [M+H](4g70/10')14954 062 10 0.23+0.02
10 Escutelareina®® CasH100% [M+I—|(]10%8;0.;)5444 057 60  0.01+006
13 Dihidrobaicaleina®>¢ CasHa:O0s [M+H](16(i5)'21269 113 30  0.087+0.007
6 + 0.42 6.80
14 Norwogonina®®¢ Ca1H27012 [M+H:(|zgz/i)'l4954 100 10 0.34+0.01
15 7 Baicaleina®e CatHz0n [M‘“H](g%'l%oz 044 10  31+08 3.10 8.00
16 8  Wogonina®®e CatH1:O1 [M+H](540‘}07)'09056 033 20 32408 3.18 7.70

2 |dentificacion tentativa basada en la medicion de masas exactas y relaciones isotopicas del atomo de C.

b |dentificacion tentativa basada en la informacion de la literatura cientifica de metabolitos secundarios de plantas de Scutellaria spp. (J. Han et al.,
2007a; He et al., 2016; Lefebvre et al., 2021; G. Liu et al., 2009, 2011; Seo et al., 2013; Zengin et al., 2019).

¢ Identificacion confirmatoria basada en la comparacién de tr y espectros de masas con los de sustancias de referencia.

HCD Higher-Energy Collision Dissociation Cell, por sus siglas en inglés.

IS: Isémero.
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La “aparicion” de estos dos compuestos, puede deberse a las diferencias cromatograficas
empleadas en cada técnica (Tabla 18), ya que la solubilidad de la umbeliferona en metanol es
mayor en comparacién con acetonitrilo o éter de petrdleo (K Trideva Sastri, 2019). Es importante
tener en cuenta que, en prep-HPLC, las fracciones se analizan a concentraciones de 40 mg/L,

mucho mas altas que las utilizadas para HPLC/DAD (10 mg/L).

Tabla 18.
Parametros cromatogréaficos empleados para la separacién de los compuestos presentes en los

extractos y fracciones de Scutellaria spp.

Técnica analitica

Parametros

HPLC/DAD?! Prep-HPLC?
Fase movil Acetonitrilo-Agua Metanol-Agua
Flujo, mL/min 1 15
Tiempo de analisis, min 90 30
Concentracion de la muestra, mg/L 10 40

1 Técnica empleada para el analisis de los extractos.
2 Técnica empleada para obtener las fracciones.

En las Tablas 15 a 17 se muestran los pesos de cada fraccion obtenida de los extractos de
Scutellaria spp. y las cantidades de cada componente identificado en cada fraccion.

En las fracciones tres y cuatro de S. incarnata, la sumatoria de las cantidades de cada
compuesto detectado (89.28 mg/g) corresponde al 75 % del peso total de la fraccion (119.0 mg).
En las fracciones cuatro de S. coccinea y tres de S. ventenatii x S. incarnata, la sumatoria de las
cantidades de cada compuesto detectado representa el 100 % y el 96 % del peso total de cada
fraccion. Este resultado no se evidencio para las otras fracciones de Scutellaria spp., ya que la

sumatoria de la cantidad de cada componente fue menor que el peso de la fraccion. Tal vez en las
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fracciones de Scutellaria spp. estan presentes algunos otros componentes como &cidos grasos,
clorofilas, carotenoides, entre otros, que no se detectaron y cuantificaron bajo las condiciones
experimentales cromatograficas usadas en esta investigacion.

En la literatura no se encontraron muchos reportes sobre el fraccionamiento de extractos
de Scutellaria spp., empleando prep-HPLC. Wang et al. (Y. Wang et al., 2008) emplearon prep-
HPLC para aislar, del extracto hidroetandlico de S. barbata, 12 compuestos fendlicos, entre ellos,
figuran la escutelarina, apigenina y luteolina, entre algunos otros.

Liu et al. (G. Liu et al., 2009) emplearon esta misma técnica para el extracto metanolico
de raices de S. baicalensis, y aislaron once compuestos, entre ellos, baicaleina, oroxilina A,
skullcap flavona I y wogonina. Los autores utilizaron diclorometano antes del analisis por prep-
HPLC para realizar una “limpieza” previa al extracto. También fraccionaron del extracto obtenido
de partes aéreas de S. baicalensis, y aislaron dos isomeros de flavanona-7-glucurénido y dos

isdbmeros de isocartamidina-7-glucurénido (G. Liu et al., 2011).

4.4 Estudio de la capacidad antioxidante de extractos y fracciones de Scutellaria spp.

La actividad antioxidante, medida por una sola técnica, refleja la respuesta de la muestra
al mecanismo de accién utilizado para este ensayo, por ello, es importante evaluar la actividad
antioxidante de una muestra en ensayos con distintos mecanismos de accion, por ejemplo, en
ORAC y B-caroteno ocurren donaciones de atomos de hidrégeno, mientras que en ABTS™, de
electrones (D. Huang et al., 2005).

En la Tabla 19 se muestran los valores de la capacidad antioxidante, obtenidos por los
ensayos ORAC, ABTS™, on-line HPLC-ABTS™ y B-caroteno, de los extractos bajo estudio,

sustancias-patron, y el compuesto-control, la quercetina.



CARACTERIZACION QUIMICA DE EXTRACTOS DE Scutellaria spp. 117

Tabla 19.
Actividad antioxidante in vitro de sustancias-patrén y de extractos de Scutellaria spp., estudiados

en este trabajo.

Ensayos de actividad antioxidante

ABTS" umol  On-line HPLC-  B-<aroteno,
Extractos / Patrones ORAC, pmol Trolox®/g ABTS*, umol umol
Trolox®/g o Trolox®/g
_ extracto + s, Trolox®/g extracto
extracto + s, (n=3) (n=3) x5, (N=2)* extracto
B VT s, (n=3)
S. coccinea 3830 + 3 750 £ 1 931 = 3 743 + 0.8
S. incarnata 2510 + 2 680 + 1 844 + 2 70 £ 1
S. ventenatii x
) 2900 + 2 420 + 1 503 + 2 34 + 1
S. incarnata
Baicaleina 7150 + 1 11920.3 + 0.3 11560 + 1 N.D.
Baicalina 4736.0 = 0.9 2570 + 1 3522.12 + 0.06 N.D.
Escutelareina 22830 * 1 11090 + 1 121249 + 0.3 N.D.
Escutelarina 120049 + 0.8 17445 £ 0.7 640 + 1 N.D.
Wogonina 9060 + 1 5503.4 + 0.5 0 + 3 N.D.
Wogonosida 3710 + 1 1120 + 2 N.D. N.D.
Apigenina 29420 + 3 4100 £+ 1 N.D. N.D.
Apigenina-glucurénido 10670 = 3 520 £ 1 N.D. N.D.
Norwogonina 6100 + 3 63234 = 0.6 N.D. N.D.
Quercetina 25691.2 £ 0.6 11100 + 1 92283 = 04 100 = 1
Quercetina [91, 130] 35550 + 1 10000 + 1 13900 + 99 -

* Suma total de pmol Trolox®/g extracto que cada compuesto en el extracto contribuyé a la
actividad antioxidante total de la muestra.

N.D. Actividad antioxidante no evaluada para estos compuestos.

El extracto de S. coccinea presentd los valores de actividad antioxidante mas altos.
En el método ORAC, el valor de umol Trolox®/g extracto del extracto de S. coccinea fue

mas alto que el del extracto de S. incarnata, a pesar de que este ultimo tiene las cantidades mas
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altas de baicalina y dihidrobaicaleina-glucurénido (Tabla 13), por tanto, es posible que otros
compuestos como la isoliquiritina, detectada Gnicamente en S. coccinea, ejerza un efecto aditivo
con los demas flavonoides identificados en la muestra, y aumente la actividad antioxidante. En la
literatura (Sun et al., 2010; X. H. Zhang et al., 2021) se ha reportado la actividad antioxidante de
la isoliquiritina y su accién como modulador de enzimas superoxido dismutasa y catalasa,
relacionadas con el desarrollo de enfermedades como el cancer y la isquemia cerebral. Delerue et
al. (Delerue et al., 2021) y Olszowy-Tomczyk (Olszowy-Tomczyk, 2020) encontraron resultados
similares para los extractos de S. baicalensis.

La actividad antioxidante de la quercetina fue mas alta que la de los extractos de Scutellaria
spp., pero comparable con las de las sustancias-patron de apigenina y escutelareina. Algunos
compuestos presentes en los extractos de Scutellaria spp. pueden tener tanto efectos aditivos como
antagonicos sobre la respuesta antioxidante.

En el método ORAC, Freeman et al. (Freeman et al., 2010) determinaron la actividad
antioxidante de sustancias-patrén de la mezcla miricetina:naringenina para concluir que la
combinacion de flavonoides que poseen catecol en su estructura quimica con los que no la tienen,
suelen tener actividad antioxidante mas baja, en comparacion con la combinacion de sustancias
que tienen el grupo catecol, como es el caso de la mezcla miricetina:quercetina, que tiene la
respuesta antioxidante similar a la de sus compuestos individuales.

Segun el anélisis por on-line HPLC-ABTS™, la baicalina y dihidrobaicaleina-glucurénido
contribuyeron principalmente a la actividad antioxidante total de los extractos de Scutellaria spp.
Hasta la fecha, el Unico reporte de actividad antioxidante medida por on-line HPLC-ABTS™ de

extractos de Scutellaria spp. lo realizaron Lee et al. (Lee et al., 2014); los autores determinaron
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que baicalina y baicaleina fueron los mayores contribuyentes a la actividad antioxidante del
extracto de S. baicalensis.

En el ensayo de decoloracion del B-caroteno se determinaron los valores de actividad
antioxidante de los extractos de Scutellaria spp. hasta 50 veces (34 — 74 umol Trolox®/g extracto)
menores que los obtenidos usando el método ORAC (2510 — 2830 umol Trolox®/g extracto).
Ambos métodos emplean el mismo mecanismo de donacion de atomos de hidrégeno (HAT).
Miraliakbari et al. (Miraliakbari & Shahidi, 2008) reportaron que el método de decoloracion del
B-caroteno, funciona mejor con antioxidantes hidrofébicos debido a su mejor solubilizacion en la
fase lipidica. Teniendo en cuenta que los flavonoides (moléculas de interés) tienen caracteristicas
hidrofilicas, su afinidad en este sistema, principalmente lipofilico, serd& menor, por lo que su
interaccion con los radicales peroxilo es poco eficiente, lo cual explicaria los valores mas bajos de
actividad antioxidante, cuando se usa este método. Finotti y Di Majo (Finotti & Di Majo, 2003)
lograron demostrar que, bajo ambientes hidrofobicos, algunas flavanonas podrian, incluso, actuar
como pro-oxidantes. Sin embargo, hasta la fecha no se han encontrado estudios sobre la capacidad

antioxidante de plantas del género Scutellaria spp., medida por el ensayo del g-caroteno.
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Figura 34.
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Perfiles cromatograficos obtenidos por la técnica on-line HPLC-ABTS™ de los extractos de

A.S.incarnata; B. S. coccineay C. S. ventenatii X S. incarnata, antes (DAD, 2=290 nm, linea azul)

y después (MWD, =734 nm, linea roja) de su reaccién con el cation-radical ABTS™. Véase la

identificacion de los picos en la Tabla 20.
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Tabla 20.

121

Actividad antioxidante in vitro de los compuestos presentes en los extractos de Scutellaria spp., medida por on-line HPLC-ABTS ™",

S. ventenatii x

N® S. incarnata S. coccinea .
pico Absorbancia . Incarnata
Fig.  Compuestos —— pmol Antioxi pmol Antioxi pmol Antioxi  Refs.
34 A- Trolox®/g -dante, Trolox®/g -dante, Trolox®/g -dante,
c extracto! % extracto! % extracto! %
I I Isocartamidina- max h 0 0 I 0 I(He et aI.,I
1 glucurénido 290™m* 340", 225 16.8+0.9 2% 19.1+0.6 2% 11.36 £ 0.09 2% 2016)
(Cardinal
2 Verbascésido 330m 295, 230 651 8% 102.7 £ 0.6 11% 119+1 24 % ietal,
2011)
3 Escutelarina 345M 290, 225 52+2 6% 481 5% 21.7x0.3 4% (Hu et
al., 2008)
(R.A.N.
4 Baicalina 280™ 320N, 225 1101 13% 189.1+£0.2 20 % 137 £2 27 % Liang et
al., 2009)
5  Dihidrobaicaleina  )anmax 949 363 497 + 1 59 % 382+1 41% 163 + 3 320 (G-Luet
-glucurénido al., 2009)
Dihidrobaicaleina ~ 285™, 360", 225 0 o
6 y baicaleina 300m 3401 239 101.9%04  12% 189606  20% - - -
H 1 max h _ _ _ _ 0, (Oh et
7 Baicaleina 300max 340", 230 51+2 10 % al., 2016)

1 Valor promedio * desviacion estandar, n=2. ™* Maximo. " Hombro.

2 |dentificacion tentativa basada en espectro UV-Vis y por comparacion con sefiales tipicas A (nm) para compuestos fendélicos.
b |dentificacion tentativa basada en espectro UV-Vis y por comparacion con espectro UV- Vis reportado en articulos cientificos (He et al., 2016,
Cardinali et al., 2011, Hu et al., 2008, R. A. N. Liang et al., 2009, G. Liu et al., 2009, Oh et al., 2016).
¢ Identificacion confirmatoria basada en espectro UV- Vis y por comparacién con espectro UV- Vis y tr de sustancias-patron.
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La actividad antioxidante de los compuestos depende de su estructura. EI ndmero y
posicion de grupos hidroxilo y glicosido contribuyen a la respuesta antioxidante relacionada con
la donacién de atomos de hidrogeno o de electrones, para formar intermediarios mas estables
(Riebel et al., 2017).

Algunos estudios sobre estructura-actividad (SAR) de flavonoides, han demostrado que el
potencial antioxidante aumenta con la presencia de: 1) grupos -OH en las posiciones 3’ y 4’ del
anillo B; 2) grupos -OH en el anillo A y una funcién 4-oxo en el anillo C, y 3) un doble enlace en
las posiciones 2C y *C del anillo C (Figura 9) (Ferreira et al., 2015).

En este estudio, se observé que la flavanona dihidrobaicaleina-glucurénido, molécula sin
doble enlace en la posicion 2C y 3C del anillo C, presenté el mayor porcentaje de inhibicion del
cation-radical ABTS™, medida por la técnica on-line HPLC-ABTS™ (351 + 4 pumol Trolox®/g
extracto en S. incarnata, 189 + 4 umol Trolox®/g extracto en S. coccinea 'y 163 + 3 pmol Trolox®/g
extracto en S. ventenatii x S. incarnata). Estos resultados coinciden con lo reportado por Mejia et
al. (Mejia et al., 2022), quienes encontraron que el compuesto que aportaba la mayor actividad
antioxidante, en el extracto de Lippia origanoides, era el eriodictiol (flavanona).

La baicalina, a pesar de contar con un doble enlace en el anillo C (posicion 2-3), y de ser
el compuesto mas abundante en los extractos, fue el segundo contribuyente a la actividad
antioxidante (70 + 2 umol Trolox®/g extracto en S. incarnata, 24 + 4 umol Trolox®/g extracto en
S. coccinea y 137 + 2 umol Trolox®/g extracto en S. ventenatii x S. incarnata). Cotelle (Cotelle,
2005) ha atribuido esto a la ausencia de grupos -OH en el anillo B de la molécula, que pueden
“debilitar” la accion del enlace doble en el anillo central. Sin embargo, Ishimoto et al. (Ishimoto
et al., 2012) han demostrado que el cumplimiento de las tres condiciones mencionadas no es el

factor Unico que determina el potencial antioxidante de una molécula. A pesar de que un aumento
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en el nimero de grupos hidroxilo en el anillo B de un flavonol se ha relacionado con un aumento
en su capacidad antioxidante, medida por el método ORAC, el kaempferol (con un grupo hidroxilo
en el anillo B) posee 1.5 veces més alta actividad antioxidante que la quercetina y la miricetina
(con dos y tres grupos hidroxilo en sus respectivos anillos B). Estos resultados concuerdan con lo
encontrado en nuestro estudio.

La actividad antioxidante de las agliconas, medida por varios métodos, fue mayor que la
de sus derivados glicosilados, esto también reportaron Xie et al. (Xie et al., 2022) y Plumb et al.
(Plumb et al., 1999). Los derivados glicosilados de los flavonoides son mas estables y solubles en
solventes polares que las agliconas, a pesar de tener una actividad antioxidante mas baja (Ji et al.,
2020), pero al ser ingeridos, pueden incrementar su actividad gracias al rompimiento del enlace
O-glicosidico, mientras que las agliconas pueden degradarse, lo que reduce su actividad bioldgica
(S. Liang et al., 2020; Xiao, 2017).

En la literatura no se han encontrado reportes sobre la actividad antioxidante de
dihidrobaicaleina-glucuronido, ni de su aglicona, pero si, de la baicalina y baicaleina. Diversos
estudios (Jian & Xun, 1997; Sarkar et al., 2019; Tian et al., 2018; Zhu et al., 2020) destacan el
potencial de estas sustancias fendlicas para inhibir los ROS, tanto en experimentos in vitro, como
in vivo, y lo relacionan con su efectividad como sustancias con propiedades antiinflamatorias
(Paudel & Kim, 2020). Debido a que en los extractos estudiados se detectd una gran cantidad de
compuestos glicosilados, éstos podrian aprovecharse como ingredientes naturales en productos
fitoterapéuticos con propiedades antioxidantes.

En los extractos de Scutellaria spp., analizados por on-line HPLC-ABTS™, se evidencid
que un aumento en la cantidad de dihidrobaicaleina-glucurénido incremento la contribucion a la

actividad antioxidante total de extracto de S. incarnata (con 140.18 + 0.07 mg/g extracto y
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497 umol Trolox®/g extracto), seguido de S. coccinea (con 51.20 + 0.02 mg/g extracto y 382 umol
Trolox®/g extracto) y de S. ventenatii x S. incarnata (con 44.89 + 0.06 mg/g extracto y 163 pumol
Trolox®/g extracto) (Tablas 13 y 20). Esto indica que la respuesta antioxidante es dosis-
dependiente, lo cual coincide con lo reportado por Seo et al. (Seo et al., 2013) para los extractos
metanolicos de S. baicalensis, analizados por on-line HPLC-ABTS™.

La actividad antioxidante de las fracciones de Scutellaria spp., se realizd Unicamente
mediante el ensayo ORAC, debido a que, en el mecanismo HAT, los radicales utilizados son
peroxilo, que predominan en los alimentos y en sistemas biolégicos (Prior et al., 2005), por lo que
este método se asemeja mas a sistemas reales. En la Tabla 21 se observan los valores de pmol

Trolox® de extractos y fracciones y sustancias-patron de baicaleina y wogonina.

Tabla 21.
Actividad antioxidante in vitro medida por el ensayo ORAC, de sustancias-patron y de fracciones

de Scutellaria spp.

ORAC, umol Trolox®/g compuesto

Fraccién/ Extracto S. ventenatii x

S. incarnata S. coccinea S incarnata

" Extracto 2510 + 2 3830 £3 2900 £ 2
Fraccion 1 5895 + 1 75722 + 05 73596 + 09
Fraccion 2 7078 + 4 8841.1 =+ 0.9 2921 + 3
Fraccion 3 5011 + 2 31548 + 0.7 93449 + 0.8
Fraccion 4 2503 + 7 7575.1 + 09 6868 + 1
Fraccién 5 (Dihidrobaleina) 4934 + 3 5134 + 2 6714 =+ 1
Fraccion 6 (Baicaleina) 37752 £+ 09 4835 £ 2 28022 + 05
Fraccién 7 (Baicaleina) - - 2565 + 2
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Tabla 21.

Continuacion.

ORAC, pmol Trolox®/g compuesto

Fraccion/ Extracto ) ) S. ventenatii x
S. incarnata S. coccinea -
S. incarnata
Fraccion 8 (Wogonina) - - 5060 + 4
Sustancia-patron de 7149 + 2 7149+ 2 7149 + 2
baicaleina
Sustancia-patron de 9059 + 1 9059 + 1 9059 + 1

wogonina

Los valores de pmol Trolox® de las fracciones fueron similares o mayores que los de sus
respectivos extractos, a pesar de que las cantidades de cada componente en la fraccion fueron
menores que las determinadas en los extractos de Scutellaria spp. Por tanto, se evidencia el
potencial antioxidante que poseen las fracciones, y seria de interés realizar un estudio detallado de
parametros en el prep-HPLC con el fin de reducir pérdidas de muestra durante el fraccionamiento.

Enla Tabla 21, se muestra que la actividad antioxidante de algunas fracciones, compuestas
por varias sustancias (schaftésido, escutelarina e isoliquiritina en la fraccion dos de S. coccinea),
es mayor que aquellas que tienen solo un compuesto (baicaleina en la fraccidn seis de S. coccinea),
lo que demuestra el efecto positivo que pueden ejercer ciertas moléculas, sobre una actividad
antioxidante alta, cuando se encuentran en mezcla; como lo han reportado autores en la literatura
(Hajimehdipoor et al., 2014; Hidalgo et al., 2010).

En las fracciones que se encontro solo baicaleina, dihidrobaicaleina (fracciones cinco y
seis de S. incarnata y S. coccinea) o wogonina (fraccion ocho de S. ventenatii x S. incarnata), se

determind que el valor de umol Trolox® fue menor que el de la misma sustancia fendlica comercial,
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debido a que la fraccién no contiene el mismo porcentaje de pureza que la sustancia-patron
(ca. 30 % en estas fracciones vs. 98 % en su respectiva sustancia-patron).

Las fracciones de extractos de Scutellaria spp. con valores de actividad antioxidante altos,
pueden ser buenos candidatos para su uso como ingredientes naturales en productos farmacéuticos
y cosméticos. En el cultivo de Scutellaria spp. crecen aproximadamente 50000 plantas/ha que se
pueden cosechar cuatro veces al afio y obtener ca. 250 kg de material vegetal por afio.

La cantidad anual de extracto seco de Scutellaria spp., considerando un porcentaje de
humedad del material vegetal de ca. 80 %, sera de 51.3 kg (rendimiento de 27 %), con cantidades
altas de baicalina (ca. 4 kg/ha/afio) y de dihidrobaicaleina-glucuronido (ca. 2 kg/ha/afio). Estas
sustancias se lograron aislar del extracto por prep-HPLC, y podrian ser de interés comercial en

productos fitofarmacéuticos por su actividad biologica.

4.5 Actividades citotoxica y antiviral de extractos y fracciones de Scutellaria spp.
4.5.1 Actividad citotdxica

Los resultados de las actividades citotoxica y antiviral de extractos y fracciones de
Scutellaria spp. fueron suministrados por la profesora Dra. Raquel OCAZIONEZ, directora del
Centro de Investigaciones en Enfermedades Tropicales, CINTROP y hacen parte de la tesis
doctoral de la bacteriéloga M.Sc. Sindi Alejandra VELANDIA.

La citotoxicidad de extractos y fracciones de Scutellaria spp. se evalud para determinar la
concentracion a la cual se podrian realizar los ensayos antivirales, usando como modelo de estudio las
células epiteliales de rifion de mono (Vero ATCC®CCL-81™),

El efecto citotdxico de los extractos y fracciones de Scutellaria spp., sobre la viabilidad de

células Vero (ATCC®CCL-81™), se evalué mediante el ensayo de cristal violeta. En las Figuras 35
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y 36 se presenta la disminucion de la viabilidad celular con el aumento en la concentracion de los
extractos y fracciones de Scutellaria spp. bajo estudio. La citotoxicidad se expresé como la
concentracion citotoxica media (CCso) en la cual el extracto y la fraccion de Scutellaria spp. causaron
la muerte del 50 % de la poblacion de células. En la Tabla 22 se muestran los valores CCsg de los
extractos y fracciones de Scutellaria spp. y la concentracion maxima de cada muestra que no genero
un efecto negativo (toxico) sobre la viabilidad celular (80 %). Los valores CCso < 100 pg/mL se
consideran toxicos. Para el extracto de S. coccinea se registro citotoxicidad baja (CCs0=213 ug/mL) y
para las fracciones cinco (CCs0=345 ug/mL) y seis de S. incarnata (CCs0>512 pg/mL) se registraron
los valores de citotoxicidad bajos.

Tabla 22.
Actividad citotoxica de los extractos y fracciones de Scutellaria spp.

Concentracion

Especie Muestra Composicién CCso, pg/mL maxima no toxica,
ug/mL
Extracto Véase Tabla 12 50 + 1 28 + 1
FR-2 Schaftosido, escutelarina 47 + 1 32 = 1
FR-3 Di_hidr_obaicaleina—glucurc')nido, 64 + 1 64+ 1
baicalina

Verbascosido, umbeliferona-

S. incarnata hexosido-pentdsido
FR-4 . ! . ! L, 72 = 1 32 + 1
dihidrobaicaleina-glucurénido,
baicalina
FR-5 Dihidrobaicaleina 345 + 1 256 + 1
FR-6 Baicaleina >512 512 + 1
Extracto Véase Tabla 12 213 + 1 95 # 1
S. coccinea FR-2 _Schgftc_;s_ic_io, escutelarina, 84 + 1 2 o+ 1
isoliquiritina
Extracto Véase Tabla 12 46 =+ 1 400 + 001
.. Umbeliferona-hexoésido-
S. ventenatii entésido, wogonosida
XS FR-4 ipsémero u,nod% umbeliferona 145 = 1 128 = 1
incarnata '

escutelareina
FR-8  Wogonina 29 + 1 N.D.
Las células de cultivaron con la muestra en medio de cultivo durante 72 h hasta determinar la
viabilidad celular mediante el ensayo de cristal violeta. Valores promedio calculados para tres
ensayos independientes por triplicado.
N.D. Valor no determinado, ninguna concentraciéon evaluada muestra diferencias significativas
respecto al no tratado.
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Figura 35.

Viabilidad de células epiteliales de rifion de mono africano (células Vero, ATCC®CCL-81™),
tratados con extractos de: A. S. incarnata, B. S. coccinea, C. S. ventenatii X S. incarnata y
C. Dimetilsulfoxido (control positivo). Fuente: Informacién suministrada por el Centro de

Investigaciones CINTROP.
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Figura 36.

Viabilidad de células epiteliales de rifion de mono africano (células Vero, ATCC®CCL-81™), tratados con fracciones de Scutellaria

spp. Fuente: Informacion suministrada por el Centro de Investigaciones CINTROP.
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La actividad citotoxica del extracto de S. baicalensis (CCs0=375 pg/mL), usando el ensayo
MTT (bromuro de 3-(4,5- dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol), fue registrada por Zandi et al.
(Zandi et al., 2013), y en esta investigacion, se destaca el extracto de S. coccinea, porque fue el Gnico
con citotoxicidad baja (CCs0=213 pg/mL), de los tres extractos de Scutellaria spp. evaluados.

En la literatura Zandi et al. (Zandi et al., 2012) y Moghammed et al. (Moghaddam et al.,
2014) han reportado la citotoxicidad baja de la baicaleina (CC50=109 ug/mL) y baicalina (CC50=290.9
ng/mL) en celulas Vero, respectivamente, usando el método MTT. En este estudio se registro una
citotoxicidad muy baja para la fraccion seis de S. ncarnata, compuesta por baicaleina (CCs0>512
ug/mL), al igual que lo reportado por Zandi et al. (Zandi et al., 2012), quienes determinaron que la
CCso del patron comercial de baicaleina fue de 109 pg/mL.

En ninguna de las fracciones obtenidas de extractos de Scutellaria spp. se logro aislar como
Unico compuesto a la baicalina, usando las condiciones de prep-HPLC mostradas en la Seccion 3.4.3.
Las fracciones tres y cuatro de S. incarnata tienen en su composicién quimica baicalina, junto con
otras sustancias fenolicas, y los valores CCsp determinados para estas fracciones indican una
citotoxicidad més alta (CCso <100 pg/mL), por tanto, la mezcla de compuestos fendlicos con baicalina,
no produce el mismo resultado de citotoxicidad baja reportada por Moghad et al. (Moghaddam et al.,

2014) para la baicalina pura (CCso = 290.09 pg/mL).

4.5.2 Actividad antiviral in vitro

Para determinar la actividad antiviral in vitro de extractos y fracciones de Scutellaria spp.
se examino el efecto de la infeccion viral (DENV-1y DENV-2) sobre el cultivo de células Vero;
esto se conoce como efecto citopatico y consiste en evaluar los cambios bioquimicos, moleculares,
morfoldgicos y de viabilidad celular, durante la adsorcién del virus en las células (Silva-Trujillo

et al., 2022).
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El efecto citopatico se expresé como la concentracién inhibitoria media (Clso) en la cual el
extracto o la fraccion de Scutellaria spp. redujo el 50 % de los cambios en el cultivo celular (Vero,
ATCC®CCL-81™) inducidos por por los serotipos uno y dos del virus del dengue (DENV-1y
DENV-2).

En la Tabla 23 se muestran los valores Clso e indice de selectividad (IS) de los extractos y
las fracciones de Scutellaria spp. En las Figuras 37 a 40 se presentan los porcentajes de reduccion
del efecto citopatico en células Vero durante la adsorcion de DENV-1 o0 DENV-2 en presencia de
extractos de Scutellaria spp. Los datos fueron suministrados por la profesora Dra. Raquel
OCAZIONEZ, del Centro de Investigaciones CINTROP.

La actividad antiviral fue mayor en el extracto de S. coccinea, seguida de S. incarnata y de
S. ventenatii X S. incarnata. Segun Butterwerk et al. (Butterweck & Nahrstedt, 2012) y Cos et al.
(Cos et al., 2006); los resultados obtenidos fueron buenos porque para las muestras se
determinaron valores de Clso < 50 pg/mL y de IS > 3, segun lo reportado para antivirales de
referencia.

La capacidad de los extractos de Scutellaria spp. para reducir los efectos negativos
causados en células Vero por el serotipo dos (DENV-2) fue mayor que la observada para el serotipo
uno (DENV-1). Este resultado estd asociado con una posible reduccion de las interacciones
proteicas que ocurren durante el proceso de adsorcion entre la membrana celular y el virus (Nasar
et al., 2020), causada por los metabolitos secundarios presentes en los extractos de Scutellaria spp.

La reduccién del efecto citopatico en las células Vero tratadas con las fracciones de
Scutellaria spp. fue mayor cuando estuvieron expuestas al serotipo uno (DENV-1) en comparacion
con el serotipo dos (DENV-2) (Véase Tabla 23). La inhibicion antiviral de algunas fracciones de

S. incarnata (FR-3, FR-5y FR-6) y las de S. ventenatii x S. incarnata, fue baja o indeterminada
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para el rango de concentraciones evaluado. Se destacan los resultados obtenidos para el extracto
de S. coccinea [Cl5=28 + 1 (DENV-1) y 1.0 + 0.4 (DENV-2) pg/mL] y su fraccion dos
[Clso=17 + 1 (DENV-1) y 30 £ 2.8 (DENV-2) pg/mL], ya que es posible que los compuestos
schaftosido, escutelarina e isoliquiritina en esta fraccion, impidan la adsorcion del virus a la

membrana celular.
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Tabla 23.

Actividad antiviral de extractos y fracciones de Scutellaria spp., evaluada en células Vero, durante la adsorcion del virus DENV-1y

DENV-2, y calculada como la reduccion del efecto citopatico.

Extracto  Muestr Composicion CCso, pg/mL DENV-1 DENV-2
a Clso, pg/mL IS Clso, pg/mL IS
Extracto Véase Tabla 12 50 + 1 32 + 1 15 5 + 1 10
FR-2 Schaftosido, escutelarina 47 + 1 25 + 1 1.9 30 + 1 1.6
FR-3 Dihidrobaicaleina-glucurénido, baicalina 64 + 1 * *
S. Verbascosido, umbeliferona-hexdsido-
incarnata FR-4  pentosido, dihidrobaicaleina- 72 = 1 22 = 1 3.2 *
glucuronido, baicalina
FR-5 Dihidrobaicaleina 345 + 1 * *
FR-6 Baicaleina > 512 * 105.0 + 0.9 4.8
S. Extracto Véase Tabla 12 213 + 1 28 + 1 7.6 1 £+ 04 213
coccinea FR-2 Schaftosido, escutelarina, isoliquiritina 84 + 1 17 + 1 49 30 £ 1 2.8
S, Extracto Véase Tabla 12 46 =+ 1 37 + 1 1.2 6 1 7.6
ventenatii Umbelife_rona}—r]exc')sido—pentésido,
% S FR-4 wogon_osuda, isomero uno de 145 = 1 * 853 = 1 1.7
’ umbeliferona, escutelareina

Incarnata  r.g  wogonina 29 + 1 * *

Datos de Clso derivados de curvas dosis-respuesta expresada en pg/mL. Los resultados son promedio de tres experimentos
independientes realizados por triplicado.

* Clso no calculada por no reduccion > 50 % del ECP.

Fuente: Datos suministrados por el Centro de Investigaciones CINTROP.
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Figura 37.
Porcentajes de reduccion del efecto citopatico en células Vero, tratadas con extractos de Scutellaria spp. o con antiviral de referencia
(dextran fulfato de sodio), durante la adsorcion del serotipo uno del virus del dengue (DENV-1). Fuente: Datos suministrados por el

Centro de Investigaciones CINTROP.

No-tratado: ECP Tratado: Reduccion del ECP

S. incarnata: 50 pg/mL S. coccinea: 25 pg/mL S. ventenatii x S.
incarnata: 50 pg/mL

S. incarnata S. coccinea S. ventenatii x S. incarnata DSS
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Figura 38.

Porcentajes de reduccion del efecto citopatico en células Vero, tratadas con extractos de Scutellaria spp. o con antiviral de referencia
(dextran fulfato de sodio), durante la adsorcion del serotipo dos del virus del dengue (DENV-2). Fuente: Datos suministrados por el
Centro de Investigaciones CINTROP

No-tratado: ECP Tratado: Reduccion del ECP

S. incarnata: 50 pg/mL S. coccinea: 25 ng/mL S. ventenatii x S.
incarnata: 50 pg/mL

S. incarnata S. coccinea S. ventenatii x S. incarnata DSS
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Figura 39.
Porcentajes de reduccion del efecto citopatico en células Vero, tratadas con fracciones de Scutellaria spp. o con antiviral de referencia
(dextran fulfato de sodio), durante la adsorcion del serotipo uno del virus del dengue (DENV-1). Fuente: Datos suministrados por el

Centro de Investigaciones CINTROP.

No-tratado: ECP Tratado: Reduccion del ECP
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Figura 40.

Porcentajes de reduccion del efecto citopatico en células Vero, tratadas con fracciones de Scutellaria spp. o con antiviral de referencia
(dextran fulfato de sodio), durante la adsorcion del serotipo dos del virus del dengue (DENV-2). Fuente: Datos suministrados por el

Centro de Investigaciones CINTROP.

No-tratado: ECP Tratado: Reduccion del ECP
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Moghaddam et al. (Moghaddam et al., 2014) reportaron que baicalina es considerada como
un potente agente antiviral (Clso=13.5 pg/mL y 1S:21.5, en DENV-2). En esta investigacion, las
fracciones tres y cuatro de S. incarnata contienen cantidades bajas de baicalina en su composicién
(80 + 1 mg/g de FR-3y 28.31 £ 0.02 de FR-4), luego, es posible que, al no tratarse de una sustancia
pura, los resultados obtenidos fueran mas bajos que los obtenidos por Moghaddam et al.
(Moghaddam et al., 2014).

La actividad antiviral de la fraccion seis de S. incarnata (Clso=105 £ 0.9 pg/mL e IS: 4.8),
compuesta por baicaleina (2.30 + 0.01 mg/g de FR-6) y otras sustancias en cantidades menores,
fue mas baja que la de la sustancia-patrén evaluada por Zandhi et al. (Zandi et al., 2012) (Clso=7.14
+0.01 eIS:16.1). Las diferencias se pueden deber a su pureza (ca. 30 %) y a que la concentracion
de baicaleina en la fraccion fue mas baja.

Los resultados obtenidos hasta la fecha, sobre la actividad antiviral de extractos y
fracciones de Scutellaria spp., permiten destacar al extracto de S. coccinea y su fraccién como
candidatos para realizar el estudio de los mecanismos bioquimicos que describen la actividad
antiviral, ello, con miras de viabilizar su uso como ingredientes naturales en productos

fitoterapéuticos.
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5. Conclusiones

El disefio experimental realizado para la extraccion de compuestos fendlicos de tres
especies de Scutellaria permitio establecer que, a pesar de que las plantas estudiadas pertenecen
al mismo género, es necesario evaluar los parametros de extraccion de cada especie. Para
S. incarnata se encontraron valores de temperatura (A) de 50 °C, relacién etanol:agua (B) de 70:30
y tiempo (C) de 5 min; mientras que para S. coccinea y S. ventenatii X S. incarnata estos valores
fueron de 50 °C, 70:30 y 40:60 y 15 min, respectivamente.

El anélisis por UHPLC/ESI-Q-Orbitrap-MS de extractos hidroalcohélicos de Scutellaria
spp., permitio identificar 17 compuestos fendlicos. Entre los mas abundantes figuran baicalina,
dihidrobaicaleina-glucuroénido y escutelarinaen S. incarnata (287.127 + 0.005 mg/g, 140.18 + 0.07
mg/gy 33.77 £ 0.02 mg/g), en S. coccinea (158.3 £ 0.34 mg/g, 51.20 £ 0.02 mg/g y 21.400 + 0.007
mg/g) y en S. ventenatii x S. incarnata (186.87 + 0.01 mg/g, 44.89 £+ 0.06 mg/g y 20.09 + 0.03
mg/g).

Mediante el estudio de los espectros de masas de alta resolucion (Orbitrap) y el analisis de
las rutas de fragmentacion, en el extracto de S. ventenatii x S. incarnata, se detectaron dos isémeros
de baicalina, con el ion [M+H]" en m/z 447.09618 (norwogonina-glucurénido y apigenina-7-
glucuroénido), que no fueron identificados en los extractos de otras especies de Scutellaria spp. Las
cantidades de wogonina (14.883 + 0.006 mg/g) y wogonosida (11.84 + 0.04 mg/g) en el hibrido,
fueron més altas que las de los extractos de S. incarnata y S. coccinea. También se identifico, de
manera tentativa, umbeliferona-hexdsido-pentosido e isoliquiritina, compuestos que no se habian
reportado antes en el género Scutellaria spp.

La actividad antioxidante mas alta, medida por diferentes técnicas, se encontré en el

extracto de S. coccinea (ORAC, 3828 + 3.0 pmol Trolox®/g extracto).
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La actividad antioxidante mas alta, medida por diferentes técnicas, se encontr6 para el
extracto de S. coccinea (ORAC, 3828 + 3.0 umol Trolox®/g extracto). El método on-line HPLC-
ABTS* permitio identificar la dihidrobaicaleina-glucurénido y la baicalina como los mayores
contribuyentes a la actividad antioxidante de los extractos de S. incarnata (59% y 13%),
S. coccinea (41 %y 20 %) y S. ventenatii X S. incarnata (32 % y 27 %).

Mediante prep-HPLC se lograron obtener fracciones de S. incarnata (seis), S. coccinea
(seis) y S. ventenatii x S. incarnata (ocho). La actividad antioxidante de las fracciones fue igual
(2503 pumol Trolox®/g extracto en FR-4 y 2510 umol Trolox®/g extracto en S. incarnata) o
superior (7078 pumol Trolox®/g extracto en FR-2 y 2510 umol Trolox®/g extracto en S. incarnata)
a la determinada para los extractos.

Entre las tres especies estudiadas, se destaca principalmente S. coccinea porgue tuvo
actividades bioldgicas mas altas e interesantes: mayor actividad antioxidante (ORAC, 3828 + 3.0
umol Trolox®/g extracto), menor citotoxicidad (CCsp=213 + 1 pg/mL) y mayor actividad antiviral
(Clsp=28+1en DENV-1y Clso =1 £ 1en DENV-2).

Las plantas de S. coccinea y S. incarnata son especies promisorias que podrian ser usadas
para obtener extractos antioxidantes y antivirales o como fuente de ingredientes naturales en
productos de la industria farmacéutica. Anualmente, en una hectarea de cultivo se podran obtener
alrededor de 4 kg de baicalina y 2 kg de dihidrobaicaleina-glucurénido, sustancias de interés

comercial debido a su actividad bioldgica
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7. Divulgacion de resultados
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nacionales e internacionales en modalidad oral y poster.
Manuscrito:
“Chemical characterization and determination of the antioxidant properties of phenolic compounds
in three species of Scutellaria spp. plants grown in Colombia”.
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162 Reunidn Internacional de Investigacion en Productos Naturales, AMIPRONAT. Modalidad
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34° Congreso Latinoamericano de Quimica, CLAQ. Modalidad oral y pdster.
XII International Mass Spectrometry Conference on Petrochemistry, Environmental and Food
Chemistry, Petromass. Modalidad poster.

3¢ Iberoamerican Conference on Mass Spectrometry, IBERO-2022. Modalidad péster.
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