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1. INTRODUCCION

En México, la medicina tradicional tiene un importante valor histérico, en el cual los
mercados indigenas constituyen espacios multiculturales y de convergencia entre
una gran diversidad de productos naturales, estudiados parcialmente en su
mayoria, pero aprovechados por hombres y mujeres de manera considerable. La
posicion geografica de México confiere una envidiable diversidad biologica y
cultural en la mayoria de su territorio, asociada a una variedad de microambientes
y microclimas.

Estudios antropoldgicos y arqueoldgicos demuestran el extendido uso medicinal
que tenian las plantas dentro de las antiguas culturas alrededor del mundo. Unos
cuantos ejemplos de los documentos que existen acerca del uso terapéutico de las
plantas son los ideogramas sumerios que datan de hace 2,500 afios A. C.
haciendo referencia al uso medicinal de las plantas, el papiro egipcio de Ebers
(1500 A.C.) y la obra de Dioscoérides, un médico y botanico de la antigua Grecia,
en su obra De Materia Medica (ca. 50-68 DC) que fue el principal manual de
historia natural europea durante la Edad Media hasta el Renacimiento (Gunther,
1968). Este manuscrito que describe cerca de 600 hierbas medicinales y remedios
naturales conocidos en la antigiedad es el predecesor de los libros sobre hierbas
(libros floristicos) o “herbarios” de uso entre los siglos XVI y XIX y del Recetario
Florentino (1498), considerado la primera farmacopea (Puerto Sarmiento, 1993).
(Cortez-Gallardo et al., 2004; Rios et al., 2012).

En nuestro pais, el Cédice de la Cruz- Badiano (Libellus de Medicinalibus Indorum
Herbis, Opusculo sobre las hierbas medicinales de los pueblos indigenas) fue obra
del médico indigena Martin de la Cruz, originario de Santiago Tlatelolco y asociado
al Colegio de la Santa Cruz de Tlatelolco, quien dicté en nahuatl varios remedios
contra diversas enfermedades y que el xochimilca Juan Badiano, estudiante del
colegio, traduciria al latin. Esta obra de poca extension provee informacion sobre
el uso de 227 plantas medicinales usadas por los aztecas antes del arribo de los
espafnoles (Viesca y Ramos de Viesca, 2012). Es ilustrada rusticamente, a la

manera de los libros floristicos medievales, contiene material grafico valioso que


https://es.wikipedia.org/wiki/Mart%C3%ADn_de_la_Cruz
https://es.wikipedia.org/wiki/Ayuntamiento_de_Santiago_Tlatelolco
https://es.wikipedia.org/wiki/Colegio_de_la_Santa_Cruz_de_Tlatelolco
https://es.wikipedia.org/wiki/Juan_Badiano
https://es.wikipedia.org/wiki/Lat%C3%ADn

ha permitido la identificacion de varias de las especies medicinales de la
herbolaria prehispanica y se termind el 22 de julio de 1552. A pesar de su
importancia, la version del latin al espafiol la hizo Angel Maria Garibay y sélo se
publicé en la segunda mitad del siglo XX (Martin de la Cruz, 1964) después del
descubrimiento en la Biblioteca Vaticana del manuscrito que se creia perdido y su
divulgacién en la version inglesa hecha por Emily Emmart (1940).

Otra valiosa fuente para el conocimiento de la herbolaria mexicana es la Historia
general de las cosas de Nueva Esparia, la cual es una obra enciclopédica sobre la
gente y la cultura del centro de México compilada por fray Bernardino de Sahagun
(1499-1590), un misionero franciscano que llegd a México en 1529, ocho afos
después de que Hernan Cortés finalizara la conquista espafola (Cardenas, 2003).
El manuscrito, al que comunmente se llama Cddice Florentino, escrito entre los
afios de 1540 y 1585, ya que se encuentra resguardado en la Biblioteca Medicea
Laurenciana de Florencia, Italia, consta de 12 libros dedicados a diferentes temas.
El libro XI, el mas largo del cddice, es un tratado de historia natural. Siguiendo la
division tradicional de conocimiento comun en muchas obras enciclopédicas
europeas, el Codice Florentino trata sobre «todo lo divino (o0 mas bien iddlatra),
humano y natural de la Nueva Espafia». Por lo tanto, después de haber hablado
de seres superiores y de seres humanos, Sahagun examina los animales, las
plantas y todos los tipos de minerales. Para el analisis de las hierbas medicinales
y los minerales, Sahagun se baso en el conocimiento de los médicos indigenas en
las poblaciones de Tlatelolco, Texcoco y Tenochtitlan, ademas de informes de los
estudiantes indigenas trilinglies formados por el fraile en el Colegio de la Santa
Cruz de Tlatelolco en la Ciudad de México, y cred lo que el erudito Miguel Ledn-
Portilla ha llamado una especie de farmacologia prehispanica (Ledn Portilla,
1974).

La tercera fuente indispensable del siglo XVI para el estudio de la herbolaria
precortesiana es el manuscrito “Historia Plantarum Novoae Hispanae”, redactado
por el médico espafiol Francisco Hernandez, quién fue elegido por Felipe Il para
dirigir la primera expedicion cientifica a América. Desde marzo de 1574 y hasta su

vuelta a Espana en 1577, Hernandez vivié en la Nueva Espana donde formd una


https://es.wikipedia.org/wiki/Colegio_de_Santa_Cruz_de_Tlatelolco
https://es.wikipedia.org/wiki/Colegio_de_Santa_Cruz_de_Tlatelolco
https://es.wikipedia.org/wiki/Felipe_II_de_Espa%C3%B1a
https://es.wikipedia.org/wiki/1574
https://es.wikipedia.org/wiki/1577

coleccion, estudio las practicas medicinales locales y realizd estudios
arqueoldgicos. Durante estos afios form6 una considerable coleccion de plantas
secas, 38 volumenes de dibujos y numerosas notas, tres de las cuales estan
escritas en Nahuatl. Hernandez murié antes de ver su obra publicada. Dado su
coste, Felipe Il encargd al médico napolitano, Nardi Antonio Recchi, la publicacién
de una version abreviada. Los originales se conservaron en la Biblioteca de El
Escorial pero desaparecieron, seguramente destruidos durante el incendio de
1671. Por lo tanto, s6lo se conocen fragmentos de su inmensa obra. Sucesivos
retrasos (el editor murié prematuramente) llevaron a que la obra abreviada no se
publicara hasta 1635 y 1651 con el titulo de Rerum medicarum Novae Hispaniae
Thesaurus, seu Plantarum, Animalium, Mineralium Mexicanorum Historia.

En afos recientes, el estudio de estas fuentes permitié a un grupo de investigacion
etnofarmacoldgica del Instituto Mexicano del Seguro Social, encontrar el principio
activo del cihuapahtli o zoapatle (Montanoa tomentosa). De la Cruz cita que este
vegetal se empleaba para facilitar el parto. Las investigaciones clinicas ratificaron
que el zoapatle contiene un poderoso oxitécico que provoca la contraccion del
utero (Levine et al., 1981). Toda la sabiduria contenida en estos libros y
manuscritos coloniales ha sido utilizada por quimicos organicos mexicanos de este
siglo, que han sobresalido en el terreno internacional con sus investigaciones
sobre productos naturales. Asi, la evaluacion de los extractos provenientes de
plantas superiores continua representando una alternativa para el descubrimiento
de nuevos agentes terapéuticos de interés clinico en el tratamiento de
enfermedades neoplasicas (Donaldson y Cates, 2004). Los agentes
quimioterapéuticos de mayor uso comprenden a un grupo numeroso de
compuestos de origen natural y semisintético de gran diversidad.

El género Hyptis, un miembro de la familia de las labiadas (Lamiaceae), el cual se
encuentra conformado por un gran numero de especies de gran importancia
econodmica y medicinal en la vida diaria de nuestro pais, constituye una fuente de
principios citotdxicos novedosos que incluyen lignanos y Cg-alquenil-5,6-dihidro-
alfa-pirona (Pereda-Miranda, 1995). Una de las plantas medicinales utilizadas por

los pueblos mesoamericanos y cuyos usos se registraron en el Codice Badiano y


https://es.wikipedia.org/wiki/N%C3%A1huatl
https://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Nardi_Antonio_Recchi&action=edit&redlink=1
https://es.wikipedia.org/wiki/El_Escorial
https://es.wikipedia.org/wiki/El_Escorial
https://es.wikipedia.org/wiki/1671
https://es.wikipedia.org/wiki/1635
https://es.wikipedia.org/wiki/1651
https://es.wikipedia.org/wiki/Instituto_Mexicano_del_Seguro_Social
https://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Montanoa_tomentosa&action=edit&redlink=1

en las obras de Hernandez y Sahagun es la “huitsiqua” o “xoxouhcapahtli” para el
tratamiento de la disenteria y los tumores. Reumatismo, llagas e infecciones
oculares también son aliviados por la decoccién de esta planta (Figura 1).

Miranda y Valdés (1964) indican que indudablemente es una labiada, quiza una
especie de Hyptis. El jugo de la planta y los extractos de las hojas y las semillas
fueron utilizadas en una pocion y un lavado para curar la gota, el reumatismo y los
dolores musculares. Decocciones de Hyptis pectinata (L.) Poit., conocida como
hierba del burro por la poblacion rural de Veracruz, se utilizan en la medicina
popular contemporanea como un remedio domeéstico para las mismas
enfermedades que se mencionaron en los manuscritos coloniales para el
“xoxouhcapahtli”, asi como un agente antiséptico para las infecciones de la piel y
para el tratamiento de la rinofaringitis y de los pulmones congestionados.

La presente disertacion describe el aislamiento, la purificacion y la caracterizacion
estructural de tres de los constituyentes mayoritarios presentes en la planta Hyptis
pectinata que cuenta con importantes propiedades farmacoldgicas descritas en la
literatura tales como la actividad relajante del musculo liso y efectos
antiinflamatorios, antipiréticos, antifungicos y antimicrobianos (Pereda-Miranda,
1995).

propiifss Aolor

HUITSIQUA

Figura 1. La ilustracion del Cadice Badiano de la planta "Xoxouhcapahtli" (Nahuatl, medicina azul;
Xoxouhca, azul; pahtli, medicina), utilizada para tratar el dolor de las rodillas -como lo indica la
anotacién en latin poplitis dolor- fue identificada como una labiada, quizd del género Hyptis
(Izquierda). En el manuscrito de Hernandez también se ilustra esta planta y se menciona que en
Michoacan se conoce con el nombre vernaculo de huitsiqua (Centro). Las propiedades
terapéuticas de este remedio indigena coinciden con la descripciones contemporaneas para la
hierba del burro, Hyptis pectinata (L.) Poit. (Derecha); Poiteau, Annales du Muséum National
d’Histoire Naturelle, 1806, vol. 7: LAmina 30).



2. ANTECEDENTES

2.1. Generalidades de la familia Lamiaceae

Es una de las familias mas diversas de la Republica Mexicana, solo después de
las familias Asteraceae, Fabaceae, Poaceae, Orchidaceae, Cactaceae,
Euphorbiaceae y Rubiaceae (Martinez et al., 2013), y esta representada por 512
especies y 27 géneros que pertenecen a seis tribus, de las cuales la mas diversa
es Menthae. En México, como se presenta en la Figura 2 se encuentra distribuida
particularmente a lo largo de las zonas montafiosas y de manera primordial en el
eje neovolcanico transversal (Martinez et al., 2013). Una de las caracteristicas
anatémicas de la familia es la presencia de glandulas secretoras de aceites
esenciales en los tejidos epidérmicos foliares, los aceites de estas glandulas

proporcionan a estas especies su aroma.
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Figura 2. Distribucion de la familia Lamiaceae en México.

La particularidad de la familia Lamiaceae, también llamadas labiadas, es su corola
de cinco pétalos soldados que usualmente es bilabiada con un caracteristico labio
inferior, el cual presenta tres Iébulos en los que aterrizan los insectos (los mayores
polinizadores de esta familia). Para garantizar la polinizacién, las lamiaceas
producen mucho néctar, a menudo en un disco nectarifero ubicado en la base del

ovario, y para facilitar la polinizacién presentan sus estambres aplicados sobre el
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labio superior de la corola, con sus antenas dirigidas hacia adelante, de tal forma
que cuando los insectos se posan sobre el labio inferior (que actua como
plataforma) impregnan su dorso con el polen. Entonces cuando penetran en otra
flor provocan la polinizacion que resulta favorecida en las flores receptivas por un

estilo a menudo arqueado y sobresaliente (lzco et al., 1998).

Las labiadas son de gran importancia econdmica debido a su utilidad en la
gastronomia (Origanum), en la medicina tradicional (Salvia, Thymus), en la
industria farmacéutica (Mentha, Melissa), de la cosmética (Ocimum) y de la
perfumeria (Lavandula), ademas de que se cultivan en jardines como plantas
ornamentales (Perva et al., 2001; Pereda-Miranda, 1995). Sus constituyentes
medicinales incluyen aceites esenciales, taninos, saponinas y acidos organicos
que pueden tener propiedades sedativas, diuréticas, antiespasmaddicas,
antisépticas, antibacterianas, antivirales, antifungicas, nematicidas y carminativas
(Cuadro 1).

Cuadro 1. Usos de algunas de las plantas pertenecientes a la familia Lamiaceae.

Nombre Parte de la Constituyentes Usos
cientifico planta quimicos
Ocimun sanctum Hojas frescas Cineol Saborizante, expectorante.
Mentha piperita Flores Mentol, limoneno Saborizante, irritaciones de
frescas la piel, nausea, diarrea,
flatulencias.
Thymus vulgaris ~ Hojas secas  Timol, carvacol, ay Saborizante, laringitis,
Thymus zygis y flores B terpineno diarrea, antifungico,
antiparasitario.
Mentha spicata  Hojas y flores  45-60% carvona y Saborizante.
Metha cardiaca frescas cineol
Coleus forskohlii Raiz seca Forskolin, coleonol- Vasodilatador y
B, coleonol-C, cardioestimulante, glaucoma.

deoxicoleonol

Los miembros de esta familia son principalmente plantas herbaceas y arbustos,
dentro de la familia no se conocen epifitas, saprofitas o parasitas. Sus tallos son
tetrangulares, con hojas simples, opuestas y con decusadas sin estipulas. Con

frecuencia estan cubiertas de pelos y glandulas que emiten fragancia. El calis esta
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fusionado en forma de campana o de cono, algunas veces bilabiadas con pétalos
fusionados en pentameros; cuatro o dos epipétalos, sea iguales o de dos
longitudes, ovario supero de dos carpelos fusionados, los cuales forman cuatro
l6culos distintos cada uno con un lébulo basal. Usualmente el sitio es ginobasico.
El fruto consiste de cuatro nueces parecidas a aquenio indehiscentes con una
semilla. Existe una gran variedad de formas de corola y posicion estaminal dentro
de la familia, usualmente con una clara division entre el labio superior e inferior

(Dominguez-Vazquez et al., 2002) (Figura 3).

Salvia barrelieri Salvia microphylla Salvia o;')positiﬂora

o

)

cutellar;L coccinea Teucrium chamaedrys Thymus vulgaris Thymus serpylium

Figura 3. Ejemplos de plantas pertenecientes a la familia Lamiaceae.

2.2. Caracteristicas del genero Hyptis

El género Hyptis comprende varias especies de gran importancia en la medicina
tradicional mexicana (e.j. Hyptis suaveolens, la chia; Hyptis albida, la salvia
blanca). Este género, con mas de 250 especies tiene su centro de origen y
diversificacién en las tierras altas brasilefias siendo el limite en su distribucion

boreal el sur de los Estados Unidos. El género se encuentra dividido en 27
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secciones y en México se localizan 8 secciones que agrupan a 33 especies,
siendo endémicas del pais solo 22 especies. Estas especies se distribuyen
principalmente en las partes tropicales del sur y a lo largo de ambas costas del
territorio nacional. Las secciones Rhytidea, Umbellatae y Laniflorae son las mas
notables en México y se localizan en el oeste, el occidente y el centro del pais. Las
secciones Minthidium, Mesosphaeria (subseccidn Pectinaria), Polydesmia
(subseccion Vulgaris), Cephalohytis (subsecciones Marrubiastrae y Genui) y
Pusillae tiene una distribucion tropical en el sur de la Republica Mexicana
(Ramamoorthy et al., 1998).

El género Hyptis cuenta con un gran numero de especies utilizadas en la medicina
tradicional mexicana como remedios caseros para el tratamiento de malestares
gastrointestinales e infecciones de la piel, asi como para tratar dolores reumaticos,
musculares, calambres y también como condimento en la cocina por sus diversas
propiedades; en el Cuadro 2 se indican algunos de sus usos para diversas
especies. Todas las especies medicinales comparten su uso como agentes

carminativos y antisépticos (Pereda-Miranda, 1995).

Cuadro 2. Principales usos de diversas especies del genero Hyptis.

Contra afecciones gastrointestinales, como repelente de insectos
y antiséptico.

Como antifungico, antibacteriano, agente intercalante del ADN y
contra el asma.

Contra el resfriado, fiebre y asma; como antifungico vy
hemostatico.

En los trastornos gastrointestinales; contra infecciones de la piel,
malaria, conjuntivitis, paludismo, flatulencias, menstruacion
excesiva y como antiparasitario.

Como antibacteriano y antifungico; en la nasofaringitis,
congestion pulmonar y trastornos gastrointestinales.

Como antiséptico, carminativo, insecticida, contra la Uulcera
gastrica e infecciones de la piel.

Aperitivo, contra la bilis y el estrefdimiento, estimulante,
carminativo y antiespasmadico.

Contra el reumatismo, en infecciones gastrointestinales y de la
piel, como expectorante y, contra el resfriado y la fiebre.




2.3. Metabolitos del género Hyptis
2.3.1. Terpenoides

En los aceites esenciales obtenidos del género Hyptis se han identificado
monoterpenos como a-pineno y sabieno; y también sesquiterpenos como a-
humuleno y B-cariofileno (Kini et al., 1993). Otro tipo de terpenos que se han
identificado son los diterpenos, estos metabolitos representan uno de los grupos
mas abundantes en el género, algunos de tipo abitano como carnosol, rosmanol y

metilrosmanol (Mukherjee et al., 1984).

OH CH,

CH; CH,

H;C CH

Carnosol

Rosmanol

Los triterpenos representan el grupo de metabolitos secundarios mas abundantes
y ampliamente distribuidos en las especies del género Hyptis. Se trata de
derivados pentaciclicos con diferentes grados de oxidacidn que corresponden a

las series lupano, oleanano y ursano (Pereda-Miranda y Gascon-Figueroa, 1988).

La actividad citotoxica observada en algunos estudios quimicos de los extractos
organicos de la familia de las labiadas se relaciona con la presencia de
importantes cantidades de triterpenos moderadamente citotoxicos, entre los que
destacan los acidos oleandlico (1), ursélico (2), betulinico (3), 2a-hidroxiursélico
(4), pomdlico y lupeol (6) (Pereda-Miranda, 1995).
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2.3.2. Flavonoides

La palabra flavonoide tiene su raiz en la palabra latina que significa amarillo
“flavus”. Los flavonoides forman un grupo muy grande de productos naturales que
contienen caracteristicamente una estructura de esqueleto C6-C3-C6. Diferentes
familias de plantas tienen patrones caracteristicos de flavonoides y sus
conjugados que desempefian importantes funciones bioquimicas y fisiolégicas en
diversos tipos de células u 6rganos de la planta donde se acumulan dentro de las
células. Los flavonoides difieren en la saturacion del anillo heteroatomico C, y en
los patrones generales de hidroxilacion. Pueden ser modificados por hidroxilacion,
metoxilacion, O-glicosilacién de grupos hidroxilo, asi como C-glicosilacion

directamente al atomo de carbono del flavonoide.

Los flavonoides se conocen desde finales del siglo pasado, conociéndose hasta la
fecha 6000 compuestos diferentes, numero que sigue aumentando, gracias a las
diversas modificaciones que sufren de acuerdo con lo mencionado en el parrafo

anterior (Harborne y Williams, 2000).
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Se han podido identificar algunas flavonas en el género Hyptis. De Hyptis
verticillata se aislo la sideroflavona con una Clsy de 1.6 ug/mL contra el carcinoma
epidermoide oral humano (KB) (Novelo et al., 1993). Esta flavona inhibe la
actividad de la prostaglandina sintetasa y presenta un efecto antiserotoninérgico
(Kuhnt et al., 1995). De Hyptis fasciculata se aislaron dos flavonas, cirsilineol y

cirsimaritina con ligera actividad sobre Helicobacter pylori (Isobe et al., 2006).

2.3.3. Lignanos

Se han aislado lignanos de algunas especies medicinales de Hyptis y
posiblemente, este grupo de compuestos contribuye en gran medida al uso en la
medicina tradicional de éstas, debido al gran espectro de actividades biologicas
que poseen, entre las que desatacan las propiedades antimitoticas, antivirales,
moduladores de diversas actividades enzimaticas y su toxicidad sobre hongos,

insectos y vertebrados, entre otras (Charlton, 1998; MacRae y Towers, 1984).

A través del fraccionamiento biodirigido de los extractos citotoxicos de H.
verticillata, se aislaron siete lignanos con esqueleto de ariltetralina, como la
podofilotoxina (7) (Heinrich et al., 1994); cuatro lignanos con nucleo arilnaftaleno,
como el éter metilico de las deshidro-B-peltatina (8) (Novelo et al., 1993) y tres
lignanos con esqueleto de dibencilbutirolactona, por ejemplo el podorrizol (9)
(Kuhnt et al., 1994). Esta especie se conoce en la medicina tradicional oaxaquena
como la hierba de San Martin, y representa una fuente alternativa a las especies
de Podophyllum (Berberidaceae) como materia prima para la obtencion de
lignanos analogos a la podofilotoxina, compuesto que se emplea como un
precursor de la semisintesis del etopdsido y tenipdsido, agentes
quimioterapéuticos de utilidad en el tratamiento de la leucemia y el cancer
testicular (Ruiz-Acevedo, 1996). En un estudio reciente (Orendain, 2016) se
caracterizaron seis lignanos mayoritarios responsables de la actividad toxica de
esta planta medicinal mexicana: la podofilotoxina, la deshidropodofilotoxina, la
desoxipodofilotoxina, la yateina, la 5-metoxideshidropodofilotoxina y el glucésido

de la B-peltantina. La podofilotoxina se describe por primera vez en una colecta
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mexicana de Hyptis verticillata y el glucésido de la B-peltantina es reportado por
primera vez en esta especie. De las partes aéreas de Hyptis tormentosa se aislo la

desoxipodofilotoxina (10) (Kingston et al., 1979).
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2.3.4. 5,6-dihidro-alfa-pironas

Las 5,6-dihidro-alfa-pironas se encuentran ampliamente distribuidas en las plantas
y en los hongos. En las plantas, estos compuestos se asocian particularmente con
las familias Lamiaceae, Piperaceae, Lauraceae y Annonaceae. Se han aislado a

partir de todas las partes de la planta (Davies-Coleman y Rivet, 1989).

La primera Cg-alquenil-5,6-dihidro-alfa-pirona aislada en la familia de las labiadas
fue la hiptélida (11) de H. pectinata (Achmad et al., 1987). Del extracto acetdnico
de las partes aéreas de la especie mexicana H.oblongifolia, se aislaron cuatro 5,6-
dihidro-alfa-pironas (Delgado et al., 1985; Pereda-Miranda et al., 1990), entre las
cuales, la 5-desacetiloxi-5"-epi-olguina (12) demostré una actividad citotoxica
significativa (Clsp < 4pg/mL) contra lineas celulares de cancer de pulmén, colon,
carcinoma nasofaringeo normal y resistente a la vinblastina, el carcinoma

epidermoide humano y la leucemia linfocitica de muridos (Pereda-Miranda, 1995).
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A partir de las partes aéreas de H. spicigera se logré el aislamiento de la
espicigerdlida, cuya estereoquimica se establecio a través de la aplicacion de la
mecanica molecular para el calculo de las constantes de acoplamiento vecinales
H1-H1 y se valido a través de la preparacion del residuo aciclico a partir de L-

ramnosa (Pereda-Miranda et al., 2001).

En una investigacion reciente sobre el extracto cloroférmico de las partes aéreas
de H. brevipes, se encontraron nueve compuestos con un esqueleto de 6-heptil-
5,6-dihidro-a-pironas. Tres de ellos con una estructura conocida e identificada
como las brevipdlidas G-I, los cuales contienen un anillo de ciclopropano en su
estructura; un compuesto nuevo con el mismo esqueleto pero mostrando un
patron de sustitucion diferente. Todos los compuestos presentaron una
citotoxicidad que va de moderada a buena, empleando seis lineas celulares
derivadas de tumores humanos: HTC-15 (carcinoma de colon), MCF-7 (carcinoma
de mama), KB (carcinoma nasofaringeo), PC-3 (carcinoma de prostata), Hela
(carcinoma de Cervix) y Hep-2 (carcinoma de laringe), mostrando una pequefa
selectividad hacia el carcinoma nasofaringeo y carcinoma de cérvix con valores
de ICsp (Mg/mL) que van de 0.3 a 0.29 y 0.07 a 3.7, respectivamente (Suarez,
2013).

OH OCH;

Brevipoélida G
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2.4. Descripcion de Hyptis pectinata

En México, Hyptis pectinata se conoce popularmente en los estados de Veracruz
con el nombre de “hierba del burro” y con el nombre maya de “xoolte 'xnuuk”, en
Yucatan y en San Luis Potosi con el nombre huasteco (teenek) de “tsak maape”
(Biblioteca Tradicional de la Medicina Mexicana, 2009). En Brasil, se conoce como
“mercurio do campo” o “canudinho” en los estados de Sergipe y Alagoas (Bispo et
al., 2001). En el resto de los paises hispanoparlantes de América, se conoce como
“poleo” (Renteria et al., 2006).

Figura 4. Hyptis pectinata (L.) Poit., “hierba del burro”.
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Es una planta originaria de América, pero se ha introducido en Africa y Asia. En
México, se distribuye en el eje volcanico transversal, en el pacifico desde Nayarit
hasta Chiapas, en los estados del golfo de México y de la peninsula de Yucatan.
Es abundante en América central y en las islas del caribe. En Sudamérica, se
distribuye en los estados de la cuenca del mar caribe, en el litoral brasilefio hasta
el norte de Argentina y en la costa del pacifico hasta Peru y Bolivia. Es una planta
de ruderal que aparece en habitats alterados por la accion del ser humano, como
bordes de caminos o0 zonas urbanas. Puede ser invasora de cultivos, jardines y

huertos. La clasificacion taxondmica de H. pectinata se presenta en la Cuadro 3.

Cuadro 3. Clasificacion taxonémica de Hyptis pectinata.

Reino Plantae
Division Magnoliophyya
Clase Magnoliopsida
Orden Lamiales
Familia Lamiaceae
Genero Hyptis

Epitelio especifico Pectinata
Nombre cientifico  Hyptis pectinata

Especie H. pectinata (L.) Poit.

Son hierbas o arbustos pequenos, erectos hasta 2 m de alto (Figura 4), aromaticas
con olor fétido; tallos jovenes tomentosos. Hojas ovaladas o lanceoladas, 1.5-9 cm
de largo y 1.3-6 cm de ancho, apice agudo o acuminado (apiculado), base
redondeada o truncada, margen serrado o biserrado (subentero), envés
densamente tormentoso; peciolo 0.4-6.5 cm de largo. Inflorecencia panicula de
cimas a veces amontadas y espiciformes, 0.3-0.6 cm de largo y 0.4-1 cm de
ancho, (similar en fruto, pero mas helicoidales), frecuentemente con 2-3 ramas
helicoidales, 7-15 flores, pedunculo 0.1-0.3 cm de largo, bracteas filiformes, 3-4
mm de largo, incospicuas, hispadas o puberulentes; caliz 2-2.5 mm de largo,
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externamente en tubo velloso, internamente con tricomas exertos desde los senos,
dientes espiniformes, erectos, 1.2-1.5 mm de largo, hispados; corola blanca,
purpureo palida, anaranjado palida, amarillo palida o rojo-purpurea, tubo 1.5-2 mm
de largo, limbo 0.5-1.5 mm de largo. Caliz fructifero 3.2-5 mm de largo y 1-1.2 mm
de ancho, dientes 1.2-2 mm de largo; nuececillas 0.7-1 mm de largo, glabras y
formando una espigas largas. En México, pueden crecer a la altitud del nivel del

mar hasta 2,150 m (Missouri Botanical Garden, 2014).

2.4.1. Usos tradicionales
Hyptis pectinata ha tenido diversos usos en la medicina tradicional de diversos

paises, en México ha sido usada para el tratamiento de fiebres, problemas
cutaneos, gastrointestinales, rinofaringitis y congestion pulmonar (Pereda-Miranda
y Hernandez, 1993). En el siglo XX, Maximino Martinez la sefiala como
antirreumatico. Se emplea en Yucatan contra la disenteria, para lo cual se muelen
las partes subterraneas en seco, se le agrega azucar, se cuela, y lo comen. En
Brasil, se utiliza en desordenes del higado, asma, tos, bronquitis y dismenorrea
(Agra et al., 2007). Las inflorescencias secas se utilizan en forma de cigarrillo
contra dolores de cabeza y dolores cronicos del diente. Las infusiones se utilizan
contra amenorreas y dismenorreas. Las partes aéreas se indican contra
hepatalgias bajo la forma de decoccion. Es apreciada por sus caracteristicas
carminativas y antirreumaticas. Todavia en la medicina popular la utilizan para
tratar rinofaringitis, la congestion nasal, enfermedades de la piel, problemas
gastricos y fiebre, infecciones bacterianas y fungicas. Se utiliza en la inflamacién,
en el dolor y el cicatrizado de heridas. Los efectos antidematogénico y
antinociceptivos del extracto acuoso han sido comprobados. También, se describio
su efecto hepatoprotector después de una hepatectomia parcial (Lemos et al.,
2002). En el oeste de Africa, se usa como antimicrobiano, antimicético y contra la
tos (Malan et al., 1989).

Investigaciones contemporaneas han comprobado diversas actividades
farmacoldgicas, los extractos acuosos de las hojas han presentado efectos en la
estimulacion de la regeneracion del higado (Melo et al., 2006) y efectos

antinociceptivos y antiedematogénicos (Bispo et al., 2001) en modelos animales.
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Los efectos antinociceptivos (Arrigoni-Blank et al., 2008) mediados a través de los
receptores opioides y colinérgicos se han presentado en el aceite esencial de
Hyptis pectinata, junto con la actividad antiinflamatoria a través de la inhibicion de
la produccion de acido nitrico y prostaglandina E2 (Raymundo et al, 2011)
propiedades antioxidantes (Russo et al., 2012), actividad contra bacterias Gram
positivas como Streptococcus mutans (Nascemento et al., 2008). Los extractos
organicos presentaron actividad antileishmanicida contra el promastigote de

Leishmania braziliensis (Falcao et al., 2013).

El aceite esencial de esta especie es rico en timol y, por lo tanto, un gran numero
de las aplicaciones terapéuticas de esta planta en la medicina tradicional estan
asociadas con su contenido en aceites esenciales (Malan et al., 1988). La figura 5
ilustra el ensayo de evaluacion cualitativa de la actividad antimicrobiana para el
aceite esencial de la hierba del burro que permitieron observar un efecto inhibitorio

del crecimiento de bacterias Gram positivo (Pereda-Miranda et al., 1993).

CH,

OH

H,C CH,3

Timol

Figura 5. Estructura del timol, constituyente mayoritario del aceite esencial de la hierba
del burro. Halos de inhibicién desarrollados por el aceite esencial de Hyptis pectinata
contra bacterias Gram positivo (Bacillus subtilis y Staphylococus aureus). Control positivo:
estreptomicina (Villavicencio Gonzalez, 1993).

2.5. Quimica de Hyptis pectinata
El fraccionamiento biodirigido del extracto cloroférmico de las partes aéreas de H.
pectinata permitio el aislamiento de las pectindlidas A-C, compuestos con

actividad citotoxica y antimicrobiana. La estereoquimica absoluta se estableci6 con
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base en evidencias espectroscdpicas, quirdpticas y quimicas (Pereda-Miranda et
al., 1993). En otros estudios realizados con la misma especia, se aislaron 5,6-
dihidro-alfa-pironas y una 2(5H)-furanona (pectinolidas D-G) (Boalino et al., 2003).
La pectindlida H corresponde al segundo compuesto de tipo 2(5H)-furanona
aislado en el género Hyptis (Fragoso-Serrano et al., 2005).
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OAc OH

Pectinglida H
Las hojas de Hyptis pectinata contienen un aceite esencial en el que se han
identificado los monoterpenos camfeno, delta-car-3-eno, carvacrol, para-cimeno,
limoneno, linalol, mirceno, beta-ocimeno, alfa y beta-pineno, sabineno, terpinen-4-
ol, alfa y gama-terpineno, alfa-terpineol, terpinoleno, tujan-1-ol, alfa-tujan-2-ol, alfa-

tujeno, isotuyona, timol y su éster metilico; y los sesquiterpenos alfa-bergamoteno,
oxido de cariofileno, alfa-copaeno y alfa humuleno.
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3. HIPOTESIS

Con base en la informacion cientifica descrita en la literatura para la planta
medicinal mexicana Hyptis pectinata, se pone en evidencia que la especie
contiene una gran diversidad de constituyentes quimicos con actividades
biolégicas de posible interés terapéutico. Considerando que el metabolismo
secundario de la mayoria de las especies vegetales es de tipo rejilla, es altamente
probable que la especie H.pectinata presente metabolitos adicionales no descritos
del tipo aromatico. En el presente estudio quimico, se espera lograr la purificacion
mediante CLAR vy la elucidacion estructural de compuestos quimicos inéditos para
esta especie que puedan justificar alguna de las propiedades medicinales de la

especie analizada.
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4. OBJETIVOS.

4.1.0bjetivo general

El objetivo principal del proyecto de investigacion consistio en el
aislamiento, la purificacion y la caracterizacion estructural de los
constituyentes mayoritarios presentes en el extracto cloroférmico de las

partes aéreas de Hyptis pectinata (Lamiaceae).

4.2.0bjetivos especificos

4.2.1. Realizar el fraccionamiento primario del extracto organico total de las

partes aéreas de Hyptis pectinata.

4.2.2. Purificar las fracciones que contengan flavonoides mediante métodos
cromatograficos convencionales y la cromatografia de liquidos de alta
resolucion (CLAR).

4.2.3. Caracterizar la estructura quimica de los compuestos obtenidos
utilizando la técnica espectroscépica de la resonancia magnética nuclear
(RMN "H, RMN '3C) y espectrometria de masas.

4.2.4. Evaluar el potencial citotéxico del extracto, las fracciones y los
compuestos puros utilizando lineas celulares provenientes de

carcinomas humanos.
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5. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

5.1. Material vegetal

Se investigaron las partes aéreas de dos colectas de Hyptis pectinata
provenientes del Municipio de Dos Rios, en el Estado de Veracruz. Un ejemplar de
cada colecta se depositd en el herbario del Instituto de Ecologia, Xalapa con los
numeros de vaucher XAL0000286 (C-1) y XAL0001406 (C-2), colectadas el 19 de

Noviembre del 2009 y 6 de diciembre del 2010, respectivamente.

5.1.1. Extraccion del material vegetal

El material vegetal se seco al aire libre a temperatura ambiente, se molié en un
molino de cuchillas modelo Wiley 4. Se obtuvieron 2.77 kg de material seco y
molido. La extraccion se realiz6 a temperatura ambiente via maceracion con
CHyCl,, el proceso se repitid6 cuatro veces y cada periodo de extraccion
comprendié un periodo de 48 a 72 horas. Después de filtrar y concentrar el
disolvente a presién reducida, se obtuvieron 125.8 g (C-1) y 169.3 g (C-2) de

extracto de coloracién verde.

5.1.2. Eliminacion de triterpenos

La eliminacion de triterpenos del extracto C-1 se llevd a cabo a través de la
precipitacion de estos con metanol. El extracto (58.93 g) se disolvid en metanol,
agregando 50 mL por cada gramo de extracto, y se dejé 12 horas a 0 °C, tiempo
en el cual los triterpenos precipitaron; posteriormente se filtré y concentré hasta la
mitad del volumen. Se repitid el proceso, esta vez concentrando el extracto a
sequedad (45.52 g). En el caso de C-2 la eliminacién de triterpenos se realizd
mediante particiones sucesivas. El extracto (51.7 g) fue disuelto en hexano, 75 mL
por cada 2.0 g de extracto y se agitdé durante 30 min. Se realizé una primera
extraccion por triplicado con una mezcla metanol:agua (4:1), en una relacién 1:1
con el hexano. Las fases metandlicas fueron reunidas y concentradas hasta retirar
el metanol; posteriormente se restablecid el volumen con agua destilada. Se

realizd una segunda y tercera extraccién con CH,Cl, y acetato de etilo, ambas por
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triplicado. Cada una de las fases se concentr6 a presion reducida la fraccion
obtenida de la fase de diclorometano del extracto C-2 (18.79 g) fue seleccionada

para su posterior fraccionamiento.

5.2. Instrumental analitico

Los puntos de fusién se determinaros en un aparato Fisher-Johns y no se
encuentran corregidos. Los espectros de Resonancia Magnética Nuclear Protonica
("H-RMN) y de carbono 13 (**C-RMN) fueron registrados a 400-MHz y 100MHz, en
CDCl3, los desplazamientos quimicos se designan en partes por millén (ppm), con
referencia al Tetrametilsilicio (TMS). El espectro de masas se realizé por impacto

electronico.

5.3. Técnicas cromatograficas

5.3.1. Cromatografia en columna abierta

La técnica se desarrollé utilizando columnas de vidrio empacadas con gel de silice
60 (con tamanio de particula de 0.063-0.200 mm). Los extractos fueron adsorbidos
en una relacion 1:1 con gel de silice (punto de aplicacién) y los disolventes

utilizados fueron grado quimicamente puro (Q. P).

5.3.2. Cromatografia en capa fina

Se utilizaron placas de aluminio con gel de silice 60 Fzs4 marca Merck. Las placas
se observaron en una lampara de UV a 254 nm y 320 nm. Una mezcla de acido
sulfurico con sulfato cérico, se utilizo6 como agente cromégeno y se calentaron

para su revelado.

5.3.3. Cromatografia de liquidos de alta resolucién

La purificacidn de los compuestos se realizd a través de cromatografia de liquidos
de alta resolucién con equipo de marca Waters (Millipore Corporation, Waters
Cromatography Division Milford, MA, EEUU) que contaba con una bomba modelo
600E, un detector de UV de arreglo de diodos modelo 2487 y una valvula de

recirculacion de muestra.
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El equipo estuvo adaptado a un equipo de cdmputo marca Dell con sistema
operativo Windows XP, el cual contaba con el programa Empower 2 (Waters) para
el control del cromatdgrafo y procesamiento de datos. Se utilizaron disolventes
grado analitico (R. A) y en el Cuadro 4 se muestran las columnas utilizadas para

el analisis, la separacion y la purificacion de las muestras.

Cuadro 4. Columnas usadas en la cromatografia de liquidos.

Analitica 5 um 4.6 x 250 mm Reversa Waters
Symmetry® C18
Preparativa 7 um 19 x 150 mm Reversa Waters
SymmetryPrep™ C18
Preparativa 7 um 19 x 300 mm Reversa Waters
SymmetryPrep™ C18

El escalamiento del método analitico a nivel preparativo se llevd a cabo mediante

la siguiente ecuacion:

Ly (dp”
F,=F, <E) (F)
a

F,, = Flujo de la columna preparativa F ,= Flujo columna analitica
l,= Longitud columna preparativa l,= Longitud columna analitica
d,= Diametro de la columna d,= Diametro de Ila columna

preparativa analitica

5.4. Fraccionamiento primario del extracto cloroférmico C-1

El extracto (45.52 g) se adsorbié en gel de silice con una relacién 1:1 y se aplico a
una columna abierta de silice (910.4 g) en una proporcion 1:20 con base en el
peso del material vegetal. La elucibn comenzd con hexano y la polaridad se
aumentd utilizando gradualmente CH,Cl;, acetona y metanol. Los eluatos
colectados se analizaron mediante CCF para determinar su similitud
cromatografica y poder reunir las fracciones (Cuadro 5).
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5.4.1. Fraccionamiento secundario de las fracciones 8 y 9.

Del fraccionamiento primario se seleccionaron las fracciones 8 (7.817 g) y 9

(7.0086 g) para un segundo fraccionamiento, estas se mezclaron y adsorbieron en

gel de silice y se aplicaron a una columna abierta de silice (296.512 g). La elucion

comenzd con Hexano y la polaridad se incrementd utilizando acetato de etilo y

metanol. Los eluatos colectados se analizaron mediante CCF para determinar su

similitud cromatografica y proceder a la reunion de fracciones (Cuadro 6).

Hexano
Hexano-
CH,Cl»

CH,CI»
CH,Cl,.
Acetona

Acetona
Acetona
- MeOH

MeOH

Cuadro 5. Fraccionamiento primario.

100
80:20
70:30
60:40
30:70

100
90:10
80:20
70:30
60:40
50:50
40:60

100
70:30
50:50
30:70

100

F1-F2

F3 - F6

F7 -F10
F11 -F12
F13-F14
F15-F18
F19 — F22
F23 - F26
F27 - F29
F30 - F33
F34 — F37
F38 — F42
F43 — F44
F45 — F48
F49 — F51
F52— F55
F56 — F57

F1

(F1)

F2—F4 (F2)
F5—F7 (F3)

F8 — F14 (F4)
F15 (F5)
F16  (F6)
F17 — F19(F7)
F20 (F8)
F20 — F21(F9)

F22

F23 -
F26 —
F30 —

F36
F37

F39 -
F40 -
F43 —

F45
F46

F47 —
F50 —
F52 —
F54 —

(F10)
F25 (F11)
F29 (F12)
F35 (F13)

(F14)

(F15)
F39 (F16)
F42 (F17)
F44 (F18)

(F19)

(F20)
F49 (F21)
F51 (F22)
F53 (F23)
F57 (F24)
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Cuadro 6. Fraccionamiento secundario.

Hexano
Hexano:
AcOEt

AcOEt
MeOH

100
90:10
80:20
70:30
65:35
60:40
55:45
50:50
45:55
40:60
30:70

100

100

F1-F6
F7 - F12
F13 -F18
F19-F24
F25 - F30
F31-F36
F37-F42
F43-F48
F49-F54
F55 — F60
F61 - F66

F1-F4  (F1)
F5 (F2)
F6—F11 (F3)

F12 — F14 (F4)
F15-F19 (F5)
F20 — F24 (F6)
F25-F35 (F7)
F36-F38 (F8)
F39-F45 (F9)
F46-F57 (F10)
F58-F59 (F11)
F60-F67 (F12)

F67

5.5. Fraccionamiento primario del extracto cloroférmico C-2.

El extracto (20.04 g) se adsorbidé en gel de silice con una relacién 1:1 y se aplico a

una columna abierta de silice (400.8 g). La elucibn comenzé con hexano y la

polaridad se incrementd utilizando los siguientes disolventes: CH,Cl,, acetona y

metanol. Los eluatos colectados se analizaron mediante CCF para determinar su

similitud cromatografica y poder reunir las fracciones (Cuadro 7).

Fase
Hexano
Hexano- CH>Cl,

CH-Cl,
CH,Cl,.
Acetona

Acetona
Acetona- MeOH
MeOH

Proporcién (%)

100
70:30
50:50

100
90:10
70:30
50:50

100
70:30

100

Numero de fraccién

F1-F12
F13 — F20
F21 - F28
F29 — F40
F41 - F47
F48 — F52
F53 — F55
F56 — F61
F61 - F64

F65

Cuadro 7. Fraccionamiento primario del extracto C-2.

F1—F4 (E1)
F5—F10 (E2)
F11 - F14 (E3)
F15 — F17 (E4)
F18 — F22 (E5)
F23 — F28 (E6)
F29 — F30 (E7)
F31 - F32 (E8)
F33 — F43 (E9)
F44 — F46 (E10)
F47 — F48 (E11)
F49 — F55 (E12)
F56 — F59 (E13)
F60 — F64 (E14)
F65 (E15)

Fracciones combinadas
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5.6. Analisis y purificacién por CLAR

Las fracciones F4 y E9 se analizaron en fase reversa con una elucion isocratica y
volumenes de inyeccion de 20 uL a una concentracion de 0.05 mg/uL; la deteccion
se efectud a las longitudes de onda de 254 nm y 320 nm (Cuadro 8). Los
diferentes picos fueron separados y purificados mediante las técnicas de corte de

nucleo y reciclaje de muestra (Hernandez-Carlos y Pereda-Miranda, 2002).

Cuadro 8. Condiciones de separacion y analisis de fracciones mediante CLAR.

F4 (C-1) E9 (C-2)
Fase movil ACN:H0 (7:3) ACN:H0 (7:3)
Flujo analitico
(mL/min) 0.3 0.3
Flujo preparativo
(mL/min) 3.07 6.14

A partir de la fraccion F4 de C-1 se obtuvo el pico con el tiempo de retencion tg =
25.6 min (compuesto A), el cual se recicl6o siete veces en una columna C-18
preparativa con flujo de 3.07 mL/min utilizando la misma fase movil empleada para

Su separacion.

De la fraccion E9 de C-2 se obtuvieron dos flavonoides con los tiempos de
retencion tg = 42.2 min (compuesto B) y tr = 67.4 min (compuesto C). El
compuesto obtenido en tiempo de retencion tg = 42.2 min se reciclo ocho veces
con la fase que se uso para su separacion de la fraccion secundaria. EI compuesto
con el tiempo de retencién tgr = 67.4 min fue reciclado 4 veces con la fase usada
para su separacion de la fraccion secundaria. Los dos picos se aislaron en una

columna C-18 preparativa con flujo de 6.14 mL/min.

5.7.Ensayo de citotoxicidad

5.7.1. Lineas celulares

Se utilizaron tres lineas celulares derivadas de cancer de humano: carcinoma de
mama (MCF7), carcinoma de colon (HCT15) y carcinoma de cérvix (HeLa). Dichas

lineas se conservaron en medio RMPI 1640 suplementado con 10 % de suero fetal
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bovino. Todas las lineas se cultivaron a 37° C en una atmosfera de CO, al 5 % en

aire y 100 % de humedad relativa.

5.7.2. Dilucién de las muestras

Cada muestra es disuelta en DMSO a una concentracion de 4 mg de
extracto/1mL. A partir de esta solucion se tomaron 25 yL y se depositaron en un
primer pocillo con 175 L de agua destilada, se mezclé y se tomo una alicuota de
40 uL de ese primer pocillo y se adicionaron en un segundo pocillo con 160 uL de
DMSO al 10 %.

5.7.3. Suspension celular

El ensayo se llevd a cabo en microplacas de 96 pozos con una capacidad de 250
ML cada uno y se realizé utilizando células de la fase logaritmica. Las muestras se

aplicaron por triplicado a cuatro concentraciones (25 a 0.2 ug/mL).

Una vez que se tuvieron las células en fase logaritmica de crecimiento 60-70% de
confluencia, se realizé un cambio de medio 24 horas antes del ensayo, el dia del
ensayo se decantd el medio, se lavd dos veces con 5 mL de PBS (buffer salino de
fosfatos) y se agregaron 0.3 mL de tripsina para despegar las células de la caja de
crecimiento; se incubaron por 5 minutos y se monitorearon al microscopio hasta
que se despegaron por completo, se adicionaron de 1 a 2 mL de medio y se
homogenizo hasta que las células estuvieron dispersas. En seguida se realiz el
conteo en camara de Neubauer, se diluyeron para tener una suspension de
células de aproximadamente 10* células/mL. De esta suspension se utilizaron 190
ML para adicionar en las 96 cavidades de 250 pyL de las microplacas de plastico
con 10 uL de las diferentes concentraciones de las muestras a analizar y los

controles, cada uno por triplicado.
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5.2.3. Bioensayo

Las cajas se incubaron durante 72 horas a 37 °C en atmosfera de 100 % humedad
y 5 % de COg, trascurrido el tiempo de incubacion se hizo la fijacién celular por
medio de la adicion de 100 pyL de acido tricloroacetico (TCA), incubando por 30
minutos en refrigeracion, se decanto el TCA y se lavo por tres ocasiones con agua
corriente, se dejo secar la microplaca en su totalidad; se hizo una tincion con 100
ML de sulforodamida B a temperatura ambiente por 30 minutos. Se decantd el
colorante y se lavo con acido acético al 1%, se dejo secar. Posteriormente pata
poder realizar la lectura se adicionan 200uL de TRIS solubiliza el color impregnado
en las células que crecieron en la microplaca dando la oportunidad de realizar la
lectura de absorbancia al espectrofotdmetro a una longitud de onda de 564 nm.
Los resultados obtenidos se expresan como la concentracién que inhibe el 50%
del control de crecimiento después del periodo de incubacion (Clsp). Los valores
obtenidos en las diferentes concentraciones del control positivo y las muestras
fueron promediados y se determiné el porcentaje de crecimiento con la siguiente

formula:

Abscélulas+muestra - Abscélulas timpo inicial

* 100

% Crecimiento =
Abscélulas+DMSOlO% - Abscélulas timpo inicial

El porcentaje de crecimiento fue graficado junto con sus respectivas
concentraciones utilizando el programa Table Curve 2D v5.01. Se consideraron
activas las fracciones con una Clsp < 25 ug/mL y los compuestos puros con una
Clso<4 ug/mL.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION.

6.1.Estudio quimico de Hyptis pectinata

A partir de los extractos de diclorometano de dos colectas de Hyptis pectinata, se
aislaron tres compuestos: una 2(5H) furanona (A) de estructura inédita en la
literatura fitoquimica y dos flavonoides conocidos que fueron identificados como la
salvigenina (B) y la 5-hidroxi-7,4 -dimetoxiflavona (un derivado de la apigenina)
(C).

- o
OAc
2(5H) furanona (A)
OMe OMe

MeO (o) MeO [e)
MeO

OH o OH o

salvigenina (B) 5-hidroxi-7,4"-dimetoxiflavona (C)

Figura 6. Estructura de los compuestos aislados.

6.2. Aislamiento y purificacién de los compuestos A, By C.

Para realizar la purificacion del compuesto A, se sometié al extracto C-1 a la
eliminacion de triterpenos por el método de particion; posteriormente, fue
necesario realizar el fraccionamiento primario por medio de una columna de gel de
silice para la obtencion de 19 fracciones (Cuadro 5). De ellas fueron seleccionadas

las fracciones 8 y 9 para realizar un fraccionamiento secundario, obteniendo de
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este ultimo 12 fracciones de las cuales fue seleccionada la fraccién F4 para su
purificaciéon debido a que el monitoreo mediante CCF permitié la visualizacion de
compuestos fluorescentes que indicaban la presencia de flavonoides mediante su

absorcion a 254 nm.

Para purificar la fraccion F4 se usé la cromatografia de liquidos de alta resolucion
(CLAR), buscando las condiciones adecuadas de separaciéon a nivel analitico
utilizando una columna C+g (Figura 7). Como sistema de elucion se seleccion6 una
fase de ACN:H,O (7:3); posteriormente, las condiciones seleccionadas fueron
escaladas a nivel preparativo, inyectando 25 mg de la muestra en 500 pL de
vehiculo (MeOH). Se obtuvieron dos picos principales (Figuras 7 y 8); el pico 2 (tr
= 25.57 min) fue seleccionado para su purificacion mediante la técnica de reciclaje

durante nueve ciclos (Figura 9) ya que era el mayoritario.
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Figura 7. Cromatograma de liquidos a nivel analitico de la fraccion F4. Condiciones
cromatograficas: columna Symmetry C-18 (5 uym, 4.6 x 250 mm); detector de arreglo de
diodos (254 nm); fase movil ACN:H,O (7:3); flujo de elucion: 0.3 mL/min
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Figura 8. Cromatograma de liquidos a nivel preparativo de la fraccién F4. Condiciones
cromatograficas: columna Symmetry C-18 (7 um, 19 x 150 mm); detector de arreglo de
diodos (254 nm); fase movil ACN:H,0 (7:3); flujo de elucion: 3.07 mL/min.
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Figura 9. Cromatograma de la purificacion del pico dos (tr = 25.57 min) de la fraccién F4
mediante la técnica de reciclaje. Condiciones cromatograficas: columna Symmetry C-18 (7
pm, 19 x 150 mm); detector de arreglo de diodos (254 nm); fase movil ACN:H,O (7:3);
flujo de elucién: 3.07 mL/min
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En el caso de la obtencién de los compuestos B y C, se sometio al extracto C-2 a
un fraccionamiento primario por medio de una columna de gel de silice, de la cual
se obtuvieron 15 fracciones, de ellas fue seleccionada la fraccion E9 para su
purificacion debido a que al visualizarse en CCF mediante exposicién a UV se

identificaron compuestos fluorescentes mediante su absorcion a 254 nm.

Se utilizé la CLAR para purificar los compuestos B y C, buscando las condiciones
adecuadas de separacion a nivel analitico utilizando una columna C4. Como
sistema de elucidn se seleccion6 una fase de ACN:H,0 (7:3); posteriormente, las
condiciones seleccionadas fueron escaladas a nivel preparativo, inyectando 25 mg
de muestra en 500 uL de vehiculo (MeOH). Se obtuvieron seis picos los cuales se
cortaron y colectaron por separado. Se seleccionaron para su purificaciéon los
picos 4 (tr = 42.2 min, compuesto B) y 6 (tr = 67.4 min, compuesto C), los cuales
se inyectaron a nivel analitico para poder determinar las condiciones para su
posterior purificacion. Las condiciones para la purificacion de los picos en una
columna C4g preparativa fue una fase de ACN:H,O (7:3), inyectando 43.3 mg de
muestra en 500 uL de vehiculo (MeOH) para el pico 4 (Figura 10) y 26.5 mg de
muestra en 500 uL de vehiculo (MeOH) para el caso del pico 6 (Figura 11); ambos
fueron purificados mediante la técnica de reciclaje, el pico 4 durante ocho ciclos y

el 6 durante 4 ciclos (Figura 12).
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Figura 10. Cromatograma de liquidos a nivel preparativo del pico 4 (tr = 42.2 min) de la
fraccion E9. Condiciones cromatogréficas: columna Symmetry C-18 (7 um, 19 x 150 mm);
detector de arreglo de diodos (254 nm); fase moévil ACN:H,O (7:3); flujo de elucién: 3.07
mL/min.
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Figura 11. Cromatograma a nivel preparativo del pico 6 (tg = 67.4 min) de la fraccién E9.
Condiciones cromatograficas: columna Symmetry C-18 (7 um, 19 x 150 mm); detector de
arreglo de diodos (254 nm); fase mévil ACN:H,O (7:3); flujo de elucién: 3.07 mL/min.
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Figura 12. Cromatograma de la purificacion del pico 6 (tx = 67.4 min) de la fraccion E9
mediante la técnica de reciclaje de la muestra. Condiciones cromatograficas: columna
Symmetry C-18 (7 um, 19 x 150 mm); detector de arreglo de diodos (254 nm); fase movil
ACN:H,0 (7:3); flujo de elucion: 3.07 mL/min.
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6.3. Caracterizacion de 2(5H)-furanona

Del pico dos de la fraccion F4 (tgr = 25.57 min), se obtuvo un aceite color amarillo
ambar con la férmula molecular C14H1s04 y su estructura correspondia a una
2(5H)-furanona con una cadena lateral en la posicion C-5, su estructura se

determiné a través del analisis de los espectros de 'H-RMN y "*C-RMN.

6.3.1. Resonancia magnética nuclear

En el espectro de *C-RMN (Figura 18) se observa dos sefiales de carbonilo, seis
sefales para protones vinilicos (110-150 ppm), una sefial base de oxigeno (70
ppm) y cinco sefales para protones alifaticos (14-35 ppm). Al comparar las
sefales de este espectro con las reportadas para la pectindlida G (Boalino et al.,
2003), se encontré que las senales correspondientes a las posiciones C-2 a C-5
eran similares e indicaban la presencia de una 2(5H)-furanona lo que llevo a
proponer la estructura de este compuesto como un analogo con un menor grado
de oxidacién de la cadena lateral (Figura 13) en funcion de la presencia del mismo

numero de sefales para la cadena lateral de las pectindlidas A-C.

ol O
>
(2]

OAc OAc

Pectindlida G
7 5 3 2!

2(SH)-furanona

Figura 13. Estructuras de la pectindlida G y de la 2(5)-furanona inédita.
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Figura 14. Espectro de IR de la 2(5)-Furanona.

En el espectro de IR (Figura 14) se observaron las sefales de dos grupos
carbonilo que permitieron la asignaciéon tanto del anillo de 2(5H)-furanona
mediante la absorcién para una &-lactona a,B-insaturada (1779 cm™) y para un
grupo acetato (1738 cm™). En el espectro de ">*C-RMN (Figura 15), se observaron
seis carbonos sp?, ademas de las dos funcionalidades para los carbonilos (170.9 y
170.7).

Estas senales justificaban los seis grados de insaturacién calculados a partir de la
féormula molecular calculada para este nuevo metabolito. En el espectro de H-
RMN (Figura 16), se identificd la sefal base del acetato (5.63 ppm) y que se
asignd a la posicion C-4’ correspondiente al metino oxigenado observado en el
espectro de *C-RMN centrado en 69.9 ppm; ademas, se observan las sefiales

correspondientes a la doble ligadura del anillo de d -lactona a,B-insaturada (6.20
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ppm y 7.42 ppm), los cuales se muestran como dobletes ya que se acoplan entre

si con un valor para la constante de acoplamiento de J = 5.3 Hz (Figura 16).

Dos protones olefinicos se observaron en 6.62 y 5.63 ppm y el valor de su
constante de acoplamiento de J = 9.9 Hz establecieron la geometria para este
doble enlace en C-2’ como Z (Figura 16). El protdén de la posicidon 2’ se presenta
como un doble de dobles, ya que se acopla adicionalmente con el protén en C-1’
(6. 23 ppm). Las senales correspondientes a los protones alifaticos de la cadena
lateral (H-4° a H-8) muestran el mismo patréon de multiplicidades vy
desplazamientos quimicos observado en RMN (Cuadro 10) para las sefales de las

pectindlida A-C.

Ce 170,408

120,867

1% 10 1% A0 111 Lo ” 0 » 0 » « » 5] 1
1 (po

Figura 15. Espectro de ">C-RMN de la 2(5)-furanona.

Para la determinacion de la configuracion absoluta de la posicion C-4’, se
consideré que debe ser la misma configuracion S de la pectindlida A, compuesto
que se encuentra en forma mayoritaria en H. pectinata y que puede considerarse
como un precursor de esta furanona cuya estructura fue asignada como la
[2°Z,5(1°)Z] 5-(4’ S-acetoxi-2-octeniliden)-2(5H)-furanona.
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Figura 16. Espectro de "H-RMN de la 2(5)-furanona en CDCl;a 400 MHz.

Cuadro 9. Desplazamientos quimicos (&) y constantes de acoplamientos de los espectros
de "C-RMN (100 MHz) y '"H-RMN de la 2(5)-furanona (400 MHz).

2
3 119.98
4 143.68
5 150.18
1 109.26
2 123.89
3 135.18
4 70.05
5 34.24
6’ 27.21
7 22.50
8 14.00
MeCOO" 21.29

6.20 d (5.3)
7.42d (5.3)

6.23d (12.00)
6.62 dd (12.00, 9.9)
5.63 m
5.63 m
1.56 m
1.28 m
1.28 m
0.871(6.7)
2.03
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6.4. Caracterizacion de la salvigenina.

Del pico 4 de la fraccidn E9 se obtuvo un compuesto descrito en la literatura con el
nombre de la salvigenina (5-hidroxi-4',6,7-trimetoxiflavona, Figura 17) en forma de
cristales color amarillo con un punto de fusion entre 188-190°C. Se ha purificado a
partir de numerosas especies de la familia Lamiaceae: Orthosiphon stamineus
(Amzad y Mizanur, 2011), de los géneros Salvia, Sideritis, Plectranthus, Coleus y
Solenostemon, entre otros (Grayer et al., 2010) y en las familias Phytholaccaceae
(Microtea debilis; Bai et al., 2010) y Asteraceae (Tanacetum canescens; Noori et
al., 2013). Se le han atribuido beneficios como la disminucién del crecimiento
celular en tumores y efectos moduladores del sistema inmunolégico en
experimentos con ratones (Noori et al., 2013) y propiedades antioxidantes

(Amazad y Mizanur, 2011). Su formula molecular se determiné como C4gH10s.

6.4.1. Resonancia magnética nuclear y espectrometria de masas.

El espectro de "H-RMN (Figura 18) se registré a 400MHz con la muestra disuelta
en CDClj, se observaron las mismas sefales reportadas en la literatura para la
salvigenina (Rafatian et al., 2012). Se establecio la trisustitucion del anillo A por el
singulete en 612.78 correspondiente a un OH quelato en la posicion C-5, un
singulete en & 6.60 que corresponde al protén en la posicién C-8, un singulete en
0 3.93 que corresponde a los 3H de un -OCHg3 en la posicion C-7 y un singulete en
0 3.90 que corresponde a los 3H de un -OCHj3 en la posicion C-6; las sustituciones
del anillo C aparecen como una sefial en & 6.56 correspondiente a un protén de la
posicion C-3; para el anillo B, se observa un sistema A;B, para un sustituciéon en
para formando un doblete en la posicion & 7.04 correspondiente a los hidrégenos
de las posiciones C-3y C-5’ y un doblete en la posicion & 7.87 correspondiente a
las hidrégenos en las sustituciones C-2°y C-6", ademas de un singulete en & 3.98
correspondiente a tres hidrégenos del grupo -OCHj3 en la posiciéon C-4°. Estas
evidencias espectrales indicaron que la estructura corresponde a la 5-hidroxi-

4°,6,7-trimetoxiflavona, conocida como la salvigenina (Figura 17).
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6.5. Caracterizacion de 5-hidroxi-7,4 -dimetoxiflavona

Del pico 4 se obtuvo un compuesto conocido en la literatura como la 5-hidroxi-7,4"-
dimetoxiflavona (Figura 19), un derivado de la apigenina, en forma de cristales
color amarillo palido con un punto de fusién en un rango de 166-168 °C. Este
flavoniode se ha encontrado en plantas de la familia Labiatae, por ejemplo, en las
especies de los géneros Leucas (Miyaichi et al., 2006) y Salvia (Habibi et al.,
2011), Euphorbiaceae (Croton betulaster, Cerqueria et al., 2015) y Zingiberaceae
(Kaempferia parviflora, Tewtrakul et al., 2007), se ha visto que es el causante de
los efectos antialérgicos de algunas plantas (Tewtrakul et al., 2007), y se ha
identificado su actividad antioxidante (Pérez, 2012). Su formula se determiné como

C47H1405 mediante espectrometria de masas.

6.5.1. Resonancia magnética nuclear y espectrometria de masas

El espectro de 'H-RMN (Figura 20) se registré a 400 MHz con la muestra disuelta
en CDCl3 Se observaron las mismas senales reportadas en la literatura para la 5-
hidroxi-7,4"-dimetoxiflavona (Kolak et al., 2009); Para el anillo A se observd un
singulete en & 12.8 correspondiente a un grupo OH quelatado en la posicién C-5,
éste protdn del grupo Cs-OH se encuentra desprotegido por la interaccion con el
C4=0 y desaparecen cuando se equilibra con D,0O; un sistema AB aromatico con
constante de acoplamiento meta (J = 2.5 Hz), un singulete en & 6.58 que
corresponde al proton en la posiciéon C-8 y un singulete en & 6.37 correspondiente
al proton en la posicion C-6. En el caso del anillo B, también se observé un
sistema A,B, indicativo de wuna sustitucion para del anillo aromatico:
encontrandose un doblete en & 7.03 correspondiendo a los hidrogenos de las
posiciones C-3'y C-5" y un doblete en & 7.86 correspondiente a las protones en C-
2’y C-6". Para el anillo C, se observo una sefal en & 6.48 correspondiente al
proton de la posiciéon C-3. Por ultimo, se identificaron los singuletes en & 3.89 y
3.88 que corresponden a los metilos de los grupos OCH3; en las posiciones C-7 y
4,

El espectro de masas se realizé por introduccién directa de la muestra mediante
impacto electronico (70 eV). En Figura 21, se presenta el espectro de masas
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generado en donde el pico base corresponde al ion molecular de m/z 298 [M]* y se
ilustra el patron de fragmentacion de la molécula para la generacién de los picos

caracteristicos para la 5-hidroxi-7,4"-dimetoxiflavona (Figura 22).
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Figura 19. Asignaciones de las sefiales en 'H-RMN para la 5-hidroxi-7,4 "-dimetoxiflavona.
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6.6. Ensayo de citotoxicidad.

Los compuestos aislados, asi como los extractos iniciales de los cuales se
obtuvieron, se sometieron a la evaluacion citotoxica para determinar su actividad
bioldgica frente a tres lineas celulares, en el Cuadro 10 se muestran los valores de
Clso obtenido para cada compuesto. El criterio de actividad establecido por el
Instituto Nacional de Cancer de los Estados Unidos considera un valor significativo
(Clsp) concentraciones menores a 4 pg/mL para los compuestos puros (Suffnes y

Pezzuto, 1991) y 25 pg/mL para extractos y fracciones

Cuadro 10. Valores de Cls para los compuestos y los extractos completos.

Muestra Linea celular (ug/mL)

HCT15  HeLa  MCF7
Colchicina 0.002 0.009 0.02
Extracto C-1 17.45 0.99 9.21
Extracto C-2 >25 22.59 24.50
Salvigenina >25 >25 >25
5-hidroxi-7,4 -dimetoxiflavona >25 >25 >25
2(5)-furanona 1.87 21.25 24.90

Se puede observar que el Extracto C-2 tiene actividad alta con respecto a las tres
lineas celulares. Otros compuestos con propiedades cancerigenas de este
extracto ya han sido reportados en la literatura (Martinez Fructuoso, 2015).
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7. CONCLUSIONES.

El presente trabajo pretendié ampliar el conocimiento de la composicion quimica
de la especie Hyptis pectinata, la cual es importante en la medicina tradicional
mexicana por su empleo contra las fiebres, los problemas cutaneos vy

gastrointestinales, la rinofaringitis y la congestion pulmonar.

Haciendo uso de la técnica de corte de nucleo en la cromatografia de liquidos de
alta resolucién en fase reversa fue posible la purificacion de tres metabolitos
secundarios. La elucidacion estructural de estos principios se realizd mediante el
andlisis de los espectros de resonancia magnética nuclear ('H, ™C) vy
espectrometria de masas (impacto electrénico); de esta forma, fue posible la
caracterizacion de tres compuestos: una nueva 2(5H)-furanona cuya estructura
corresponde a la [2°Z,5(1°)Z] 5-(4’S-acetoxi-2-octeniliden)-2(5H)-furanona y dos
flavonoides conocidos, la salvigenina y la 5-hidroxi-7,4 -dimetoxiflavona,

provenientes de los extractos lipofilicos de H. pectinata.

De los compuestos obtenidos, soélo los flavonoides habian sido descritos en la
literatura para especies de la misma familia pero no en la especie H. pectinata. La

estructura de la 2(5H)-furanona es inédita.

8. PERSPECTIVAS.

Realizar la evaluaciéon del potencial antimicrobiano de la nueva 2(5H)-furanona y
compararlo con la actividad descrita para las pectindlidas caracterizadas de esta

especie.
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