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1. INTRODUCCION

El ser humano desde su existencia ha procurado su bienestar y gran parte lo ha
encontrado en la naturaleza, buscando en la flora de su entorno plantas que le ayuden a tratar
sus problemas de salud (Cortéz-Gallardo et al., 2004; Villarreal et al., 2014). Este conocimiento
adquirido de una forma empirica se ha ido transmitiendo de generacion en generacién, por lo
gue es necesario aplicar el método cientifico de manera interdisciplinaria para el estudio de las

plantas que actualmente estan siendo utilizadas como medicinales (Osuna-Torres et al., 2005).

Actualmente, las plantas constituyen un recurso valioso en los sistemas de salud de los
paises en desarrollo (Akerele., 1993). Aungue no se cuenta con datos precisos sobre el uso
mundial de plantas medicinales, la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) estima que 80 %
de la poblacion de los paises en desarrollo recurre a este tipo de medicina alternativa o
complementaria para satisfacer sus necesidades médicas, por lo que este porcentaje aumenta

cada afno (Beyra et al., 2004).

Con base en la importancia taxonémica, México ocupa el segundo lugar a nivel mundial en
cuanto al nimero de plantas medicinales registradas, con 4500 plantas (Mufieton-Pérez.,
2009). Sin embargo, se estima que la validacion quimica, farmacoldgica y biomédica de los
principios activos que contienen se ha llevado a cabo so6lo en aproximadamente 5% de estas
especies. También hay que considerar que una sola planta medicinal puede contener diversos
principios activos, lo que indica que existe gran complejidad y riqueza bioquimica en la

naturaleza (Ocegueda et al., 2005).

En esta tesis se presenta el andlisis quimico de la especie Santolina chamaecyparissus L.
la cual ha sido introducida a nuestro pais con fines ornamentales, sin embargo, con base en
estudios previos se ha encontrado que dicha especie se ha utilizado en los paises del

Mediterraneo con fines medicinales.
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2. ANTECEDENTES

2.1 Familia Asteraceae

La familia Asteraceae, también denominada Compositae, es el grupo vegetal mas diverso
de plantas vasculares sobre el planeta. A nivel mundial se estima que la riqueza de esta familia
varia entre 24,000 y 30,000 especies, agrupadas entre 1,600 y 1,700 géneros. Su distribucion
es cosmopolita, por lo que se encuentran en la mayor parte de los habitats. Sus miembros son
reconocidos por sus inflorescencias dispuestas en capitulos (flores sobre un receptaculo
rodeado por bracteas), con caliz modificado en un vilano, sus flores son gamopétalas y por lo

general pentdmeras (Garcia-Sanchez et al., 2014; Funk et al., 2009).

2.2 Caracteristicas del género Santolina

2.2.1 Género Santolina

Debido a que han sido pocos los autores que han estudiado desde el punto de vista
botanico este género, su clasificacion taxondémica ha sido diversa. En este género se agrupan
mas de 10 especies (Derbesy et al., 1989), entre las que destacan: Santolina oblongifolia
Boiss, S. elegans Boiss, S. viscosa Lag., S. pinnata Viviani, S. chamaecyparissus L. (subsp.
chamaecyparissus, subsp. incana, subsp. squarrosa, subsp. insularis y subsp. tomentosa) y S.
rosmarinifolia L. (subsp. rosmarinifolia, subsp. melidensis). Por otra parte, S. pectinata, S.
canescens, S. virens Mill (también llamada S. viridis), S. semidentata y S. ageratifolia se han
sinonimizado como S. rosmarinifolia L. haciendo referencia a subespecies de ésta ultima
(L6pez-Udias et al., 2002). También se han reportado especies como S. africana Jord. & Fourr
endémica del Norte de Africa (Zaiter et al., 2015) y S. corsica Jord. & Fourr. endémica de

Corcega (Francia) y Cerdefia (Italia) (Arrigoni, 1979).
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2.2.2 Distribucién y héabitat

El género Santolina es originario de Europa meridional, crece silvestre en la parte centro-
occidental de la region mediterranea; es frecuente en la Peninsula Ibérica y en el Norte de
Africa. Se desarrolla en laderas pedregosas Yy arcillosas, en suelos calcareos y siliceos, desde
el nivel del mar hasta los 2000 metros de altitud. Desde el punto de vista ecolégico, es un
género caméfito, basdfilo y subnitréfilo (Giner-Pons et al., 2000; Lam et al., 1989; Lopez-Udias
et al., 2002). En cultivo, se utiliza con fines ornamentales principalmente en América del Norte
(Villarino, 1999).

2.2.3 Composicion quimica

Las especies del género Santolina contienen una gran diversidad de compuestos volatiles
y sSus aceites esenciales son altamente aroméaticos. Entre los compuestos mayoritarios
detectados en las esencias se encuentran monoterpenos hidrocarbonados y monoterpenos
oxigenados, algunos de los cuales se muestran en la Figura 1 (Teixeira da Silva, 2004; Pala-
Padul et al., 2001).

S A

artemisia cetona alcanfor a-felandreno curcumeno
a AN / |
H
F OH
mirceno santolina trieno a-pineno borneol
e é\ ~O~ O
sabineno B-pineno p-cimeno terpineol

Figura 1. Compuestos mayoritarios presentes en el aceite esencial de algunas especies del

género Santolina.
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Ademas, de estas especies se han aislado compuestos de tipo sesquiterpeno con nucleos

de germacrano y eudesmano, flavonoides, acetilenos heterociclicos y tipo éter

espiroacetalenol, cumarinas, esteroles como el 3-sitosterol y triterpenos de tipo dammarano y
friedelano.

En la Tabla 1 se resumen los metabolitos secundarios aislados de diferentes especies del
género Santolina.

Tablal. Principales compuestos secundarios aislados del género Santolina.

SESQUITERPENOS

Nombre Estructura Especie y Referencia
o)

(E,5R,6R,7S)-5,6-dihidroxigermacra-
1(10),4(15)-dien-2-ona

e
T

(1R,2R,5R,6R,7S)-germacra-
4(15),10(14)-dien-1,2,5,6-tetraol

S. chamaecyparissus L.

(1S,2R,5R,6R,7S)-5,10- (Marco et al., 1993)

epoxigermacr-4(15)-en-1,2,6-triol

(E,1S,4S,7S,8S)-germacra-5,10(14)-
dien-1,4,8-triol

Acido (1¢,2¢,7S)-1,2-dihidroxi-5,6-
seco-germacra-4(15),10(14)-dien-
5,6-dioico-5,2-lactona
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Tabla 1. Principales compuestos secundarios aislados del género Santolina (cont.).

SESQUITERPENOS
Estructura

Nombre
1). R=OH
(E, 2R,5R,6R,7S)-germacra-
1(10),4(15)-dien-2,5,6-triol

2). R=H
(E)-7aH-germacra-1(10),4(15)-
dieno-5a,63-diol

1). R=OH
germacra-1(10)E,4E-dien-2[3,6B-diol

2). R=H

(1E,4E)-7aH-germacra-1(10),4-dien-
6[3-ol

1). R=OH
(7S)-4B,5a-epoxigermacr-1(10)E-en-
23,6p-diol

2). R=H
Shiromool

3,9-dimetil-6-isopropil-2(E),7(E),9-
decatrienal

43,50a-epoxi-6a-hidroxigermacra-
1(10),11(13)-dien-8a,12-6lida

Chamisellina

Chamisantina

OH

Especie y Referencia
1). S. chamaecyparissus
L.

(Marco et al., 1993)
(Sala et al., 2000)

2). S. rosmarinifolia subsp
canescens
(Barrero et al., 1999).

1). S. chamaecyparissus
L.
(Sanz et al.,1991)
(Marco et al., 1993)

2). S. rosmarinifolia subsp
canescens
(Barrero et al. 1999)

1). S. chamaecyparissus
L.
(Sanz et al., 1991)
(Marco et al., 1993)
(Sala et al.,2000)

2). S. rosmarinifolia subsp
canescens
(Barrero et al., 1999)

S. corsica Jordan & Fourr
(Ferrari et al., 2005).

S. rosmarinifolia subsp.
canescens
(Barrero et al., 1988).
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Tabla 1. Principales compuestos secundarios aislados del género Santolina (cont.).

SESQUITERPENOS
Estructura

Nombre

7aH-10Bmetil-eudesma-3,5-dien-11-

ol

7 aH-10Bmetil-eudesma-4(15)-en-

1,6,11-triol

Nombre
Pectolinaringenina
R]_:H R2=OCH3

Hispidulina
R1=H R2=OH

Nepetina
R1=R2=OH

Jaceosidina
R1=OCH3 R2=OH

Nombre
Herniarina
R;=H R,=0OCHs

Esculetina
R1=R2=OH

Escopolina
R1:OCH3 RZZOGIU

Escopoletina
R1=OCH3 RZ:OH

FLAVONOIDES
Estructura

CUMARINAS
Estructura
R4

0]

Especie y Referencia

S. rosmarinifolia subsp.
canescens
(Barrero et al., 1988)

Especie y Referencia

S. chamaecyparissus L.
(Becchi, 1980)
(Sala et al., 2000)

Especie y Referencia

S. oblongifolia
(Silvan et al., 1996).
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Tabla 1. Principales compuestos secundarios aislados del género Santolina (cont.).

Nombre

R=H
(E)-7-(2,4-hexa-
diinilideno)-1,6-

dioxaspiro[4.4]nona-2,8-dieno

R=0OH
(E)-4-hidroxi-7-(2,4-

hexadiinilideno)-1,6-
dioxaspiro[4.4]nona-2,8-dieno

R=COH
R=CH,OH

Nombre

3-B-D-glucosido de B-sitosterilo
(daucosterol)

dammaradienol

friedelina
R]_, R2:O

3-epifriedelinol
R]_:OH RZ:H

DERIVADOS ACETILENICOS

Estructura
H ~=
CHy(-CECtC g o
Y
R

ESTEROLES Y TRITERPENOS
Estructura

Especie y Referencia

S. chamaecyparissus L.
(Lam et al., 1989)

S. rosmarinifolia subsp.
canescens y subsp.
rosmarinifolia
(Maqua et al., 1988)
(Barrero et al., 1999)

S. corsica Jordan & Fourr
(Ferrari et al., 2005)

S. oblongifolia
(De Pascual Teresa et
al.,1986)
S. chamaecyparissus L.
(Lam et al., 1989)

S. corsica Jordan & Fourr
(Ferrari et al., 2005)

S. oblongifolia
(De Pascual Teresa et al.,
1986)

Especie y Referencia

S. chamaecyparissus L
(Rios et al., 1989)

S. corsica Jordan & Fourr
(Ferrari et al., 2005)

S. oblongifolia
(De Pascual Teresa et al.,
1986)



W ANTECEDENTES
e —

2.3 Caracteristicas de la especie Santolina chamaecyparissus L.

2.3.1 Clasificacion taxonémica

La clasificacion taxondmica se obtuvo de la referencia Integrated Taxonomic Information

System y se muestra en la Tabla 2.

Tabla 2. Clasificacion botanica de la especie Santolina chamaecyparissus L.

Reino Plantae
Subreino Viridiplantae
Division Tracheophyta
Clase Magnoliopsida
Orden Asterales
Familia Asteraceae
Género Santolina
Especie Santolina chamaecyparissus L

2.3.2 Descripcion

Santolina chamaecyparissus L. (Figura 2) es una planta perenne, subarbustiva, muy
aromatica, con numerosos tallos lefiosos rectos o0 ascendentes, que pueden alcanzar de 20 a
60 cm de altura. Las hojas son de color verde a cano-tomentosas, angostas, lineales, muy
divididas, no superiores a 2 mm de longitud dispuestas en varias filas. Los capitulos son
terminales, hemiesféricos, sobre pedunculos un poco hinchados en el vértice. Las flores son

amarillas, tubuladas, gamopétalas y pentameras (Giner-Pons, 2000).

2.3.3 Nombres comunes

En el area Mediterranea S. chamaecyparissus es denominada popularmente como:

abrétano hembra, camamilla, cipresillo, guardarropa, hierba de San Juan, lombriguera,

8
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manzanillera, manzanilla amarga, manzanilla de Mahon, manzanilla del campo, manzanilla del

Pirineo, entre otras (Giner-Pons, 2000; De Santaya et al., 2006).

Figura 2. Santolina chamaecyparissus L. (Asteraceae).

2.3.4 Usos

Santolina, etimolégicamente significa “planta santa”, lo que hace referencia a sus
propiedades medicinales. Las partes de la planta utilizadas como droga cruda son los capitulos
florales, aunque también se emplean los tallos con hojas como infusiones, tanto para

administracion oral como para uso externo.

Se le han atribuido propiedades analgésicas, antiinflamatorias, antisépticas,
antiespasmadicas, antibacteriales, antifingicas, antihelminticas, digestivas, carminativas,
vulnerarias, emenagogas, expectorantes y cicatrizantes. También es utilizada en fitoterapia
para diferentes tipos de dermatitis y en bafios oculares se emplea como tratamiento para la

conjuntivitis, blefaritis y diferentes procesos oculares irritativos.

Otros usos son: en cosmética se utiliza para aclarar el cabello, el aceite esencial se utiliza
en perfumeria, las flores y hojas se colocan entre la ropa contra las polillas y se utiliza como

planta ornamental (Giner-Pons, 2000; Teixeira da Silva, 2004).



W ANTECEDENTES
e —

2.3.5 Antecedentes farmacoldgicos

Se han realizado varios estudios farmacoldgicos de la especie S. chamaecyparissus L., lo
gue ha permitido confirmar experimentalmente las propiedades medicinales atribuidas a esta

planta.

2.3.5.1 Actividad antiinflamatoria e inmunomoduladora

Estudios in vivo, mediante un modelo experimental de edema en pata de ratén inducido por
Fosfolipasa A, (PLA,), el extracto de MeOH inhibe la formacion del edema en un 55% a los 30
min y un 60% a los 60 min, similar a la inhibicién producida por la referencia ciproheptadina de
65 y 66%, respectivamente. Ademas, el extracto de MeOH inhibe la actividad de la PLA; in
vitro en un 39%. La fraccion de CH,Cl, también inhibe la actividad de la PLA; in vitro en un
48%. Del extracto activo se aislaron un flavonoide, la nepetina, y cuatro sesquiterpenos: I)
espatulenol; 1) (Z,1R,2R,5R,6R,7S)-germacra-4(15),9,-dien-1,2,5,6-tetraol; Ill) (7S)-4B,5a-
epoxigermacr-1(10)E-en-2B3,6B-diol y IV) (E, 2R,5R,6R,7S)-germacra-1(10),4(15)-dien-2,5,6-
triol (Sala et al., 2000).

Mediante el modelo de inflamacion en cérnea de conejo (modelo de queratitis por aloxano)
se comprobd la accién inhibitoria de la formacién de radicales libres. El extracto acuoso al
2.5% (obtenido por infusién) inhibe la quimioluminiscencia corneal en un 57% respecto al
grupo control. La técnica de quimioluminiscencia corneal est4 asociada con la formacién y
liberacion de radicales libres por los polimorfonucleares y macréfagos, por lo que permite

valorar el grado de inflamacién de un tejido (Serra et al., 1991).

Por otra parte, a partir del extracto de cloroformo, mediante diversas técnicas
cromatograficas se aisld el 3-B-D-glucosido de B-sitosterilo (daucosterol), el cual inhibe la
inflamaciéon o edema inducido por carragenina en pata de ratén. Este compuesto tiene una

DEso de 70 mg/kg por via intraperitoneal y de 146 mg/kg por via oral (Rios et al., 1989).

En la respuesta inmune innata, los neutréfilos son la principal linea celular de defensa. Una

activacion descontrolada de la liberacion del contenido granular de éstas células puede
10
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destruir el tejido, lo cual dirige a la aparicion de desoérdenes inflamatorios. De acuerdo a

Boudoukha y colaboradores (2016), el tratamiento de neutréfilos con el extracto acuoso y lo
que llaman el “extracto polifendlico” (extracto de metanol) de las hojas de S. chamaecyparissus
causa un importante efecto inhibitorio en la liberacion de elastasa, inducida por la estimulacion
de los neutrdfilos con formil metionil-leucil-fenilalanina (fMLP). Ademas, los mismos autores
mencionan que el extracto acuoso a una concentracion de 50 pg/mL, presenta un efecto
inhibitorio de la degranulacion de los neutréfilos en un 51.97 £6.2% y el “extracto polifendlico”,
a la misma concentracion, inhibe completamente la degranulacién (Boudoukha et al., 2016).
Por otra parte, a 200 pg/mL, tanto el extracto acuoso como el “polifendlico” inhiben la
migracién quimiotactica de neutrdéfilos inducida por fMLP en 54.61+ 7.3% y 57.71+ 7.44%,
respectivamente. También, la capacidad fagocitica de los neutréfilos se ve disminuida cuando
son expuestos a ambos extractos a las concentraciones de 100 y 200 mg/mL. Al disminuir la
actividad de los neutroéfilos en presencia de los extractos, S. chamaecyparissus, puede ser
considerada como una fuente de agentes inmunomoduladores, Utiles en patologias que

involucren una activacion descontrolada de neutréfilos (Boudoukha et al., 2016).

2.3.5.2 Actividad antiespasmodica

Para evaluar el efecto espasmolitico de la especie S. chamaecyparissus se han realizado
diversos estudios en musculo liso de 6rgano aislado (duodeno de rata, ileum de cobayo, Gtero
de rata y vaso deferente de rata). En todos ellos, los extractos de hexano, cloroformo, acetato
de etilo y metanol inhiben las contracciones inducidas por acetilcolina, histamina, oxitocina y
noradrenalina, de una forma dependiente de la concentracion (Giner et al., 1988; 1989).

2.3.5.3 Actividad analgésica

En modelos de analgesia térmica, ratones tratados con los extractos de hexano, cloroformo
y acetato de etilo, respectivamente, a la dosis de 300 mg/kg fueron sometidos a estimulos
térmicos de 55 °C cada 30 min. Todos los extractos organicos producen un incremento
significativo en el tiempo de respuesta al estimulo térmico; este efecto disminuye con el tiempo
(Giner et al., 1988).

11
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2.3.5.4 Actividad antimicrobiana

El aceite esencial de las flores de S. chamaecyparissus inhibe entre un 73 y 89.25% el
crecimiento de distintos microorganismos fangicos, como Trichophyton rubrum, Microsporum
canis, Epidermophyton floccosum, Aspergillus fumigatus, Scopulariopsis brevicaulis vy
Scytalidium dimidiatum, con una Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) de 500 pg/mL. Para
Candida albicans se reporta una CMI que varia entre 62.5-125 pug/mL. También, el aceite
esencial inhibe el crecimiento de bacterias Gram positivas (Enterococcus faecalis y
Staphylococcus aureus) y bacterias Gram negativas (Escherichia coli, Proteus mirabilis y
Citrobacter freundii), siendo E. faecalis la mas sensible con una zona de inhibicion de 26 mm

con una CMI en un rango entre 0.625 a 10 pg/mL (Salah-Fatnassi et al., 2017; Suresh, 1997).

2.3.5.5 Actividad citotdoxica

El aceite esencial de S. chamaecyparissus presenta una actividad importante contra la
linea celular Hep-G2 (células cancerosas de higado humano), inhibiendo su desarrollo en un

70.1y 97.7% a las concentraciones de 50 y 100 pg/mL, respectivamente (Elsharkawy, 2014).

2.4 Terpenos

2.4.1 Rutas biosintéticas

Los terpenos son metabolitos secundarios que derivan de una unidad de cinco atomos de

carbono, el pirofosfato de isopentenilo (IPP) y su isémero alilico el pirofosfato de dimetil alilo

)\/\ )\/\

Figura 3. Estructura del IPP y DMAPP
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Las plantas biosintetizan al IPP y DMAPP mediante dos rutas diferentes, la primera es la

ruta del &cido mevaldnico (MVA) y la segunda la de la 1-desoxi-D-xilulosa-5-fosfato (DOXP),
también designada como metileritritol fosfato (MEP). La ruta MVA, genera los precursores para
la biosintesis de sesquiterpenos (Cis) y triterpenos (Csz), mientras que la ruta DOXP
biosintetiza a los hemiterpenos (Cs), monoterpenos (Cyo), diterpenos (Cy) y carotenos (Cyo)
(Troll et al., 2015). Ambas rutas se encuentran en compartimentos, las enzimas requeridas en
la ruta MVA se localizan en el citosol, mientras que las enzimas de la ruta DOXP se
encuentran en los cloroplastos. En la Figura 4 se muestran los distintos precursores y la ruta

biosintética general de terpenos en las plantas (Cheng et al., 2007).

2.4.2 Monoterpenos

Tienen como precursor al pirofosfato de geranilo (GPP), el cual se forma de la
condensacion entre las unidades IPP y DMAPP. Los isbmeros de GPP son el pirofosfato de
linalilo (LPP) y el pirofosfato de nerilo (NPP) (Figura 5). Estos tres intermediarios pueden
producir una gran cantidad de monoterpenos lineales, componentes principales de aceites
esenciales, como hidrocarburos, alcoholes, aldehidos o ésteres, especialmente acetatos.
Ademas tanto el NPP y el LPP pueden llevar a cabo reacciones de ciclacion, formando

monociclos y biciclos.

LPP
app NPP

Figura 5. Estructuras del GPP, LPP y NPP.
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Figura 4. Rutas biosintéticas de terpenos en las plantas.
DMAPP, Pirofosfato de dimetil alilo; DOXP, Desoxixilulosa fosfato; DXR, Desoxixilulosa fosfato reductoisomerasa; DXS,
Desoxixilulosa fosfato sintetasa; FPP, Pirofosfato de farnesilo; GGPP, Pirofosfato de geranil geranilo; GPP, Pirofosfato de
geranilo; HMGCoA, 3-hidroxi-3-metilglutaril coenzima A; IPP, Pirofosfato de isopentilo; MEP, Metileritritol fosfato; MVA, Acido

mevaldnico; G3P, Gliceraldehido 3-fosfato.
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2.4.3 Sesquiterpenos

La condensacion de una unidad de IPP con el pirofosfato de geranilo (GPP) genera al
pirofosfato de farnesilo (FPP), el cual es precursor de todos los sesquiterpenos tanto lineales

como mono-, bi-, y triciclicos (Figura 6).

. OPP
E E e E

X X A OPP S X =

Pirofosfato de nerolidilo

OPP

Figura 6. Estructuras del FPP con sus isdbmeros E, Z y pirofosfato de nerolidilo.

2.4.4 Triterpenos

De manera general el precursor de todos los triterpenos es el escualeno, éste es producto
de la condensacion de dos moléculas de pirofosfato de farnesilo (FPP). La ciclacién del
escualeno se lleva a cabo mediante el intermediario 2,3-6xido de escualeno, dando como
productos lanosterol y cicloartenol, que a su vez son precursores de esteroides en animales y

plantas, respectivamente.

Por otra parte, el 2,3-6xido de escualeno genera al cation dammarenilo, a partir del cual se

forman los triterpenos con estructura pentaciclica (Figura 7) (Dewick, 2002).
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N 7 Y17 N 4

Escualeno Cation dammarenilo

P
“,
‘C

HO

Cicloartenol Lanosterol

Figura 7. Estructuras del escualeno, cicloartenol, lanosterol y catibn dammarenilo.
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3. JUSTIFICACION

Las plantas contienen una amplia gama de sustancias quimicas, las cuales les ayudan a
protegerse contra los depredadores y adaptarse al ambiente. Debido a esa diversidad de
metabolitos secundarios, las plantas son fuente de moléculas que pueden ser utilizadas para el
desarrollo de agentes terapéuticos 0 en otros casos pueden servir como prototipo para la

sintesis de nuevos farmacos.

La fitoquimica se encarga del estudio de los compuestos presentes en las plantas,
utilizando métodos apropiados para aislar, purificar y posteriormente elucidar sus estructuras,

mediante técnicas espectroscopicas y espectromeétricas.

Por otra parte, es necesario confirmar las propiedades farmacoldgicas que se han atribuido
a las plantas, por lo que es preciso evaluar los extractos, fracciones o compuestos puros, tanto

en pruebas “in vitro” como “in vivo”.

Santolina chamaecyparissus L. es una planta que se utiliza en los paises del Mediterraneo
con fines medicinales pero ha sido introducida a nuestro pais. Actualmente existe poca
informacion de estudios quimicos y farmacolégicos realizados a las especies americanas, de
ahi la importancia de investigar el contenido metabdlico secundario mayoritario presente en las
partes aéreas de Santolina chamaecyparissus L, con la finalidad de analizar o encontrar la
presencia de compuestos adicionales a los que ya se han reportado en esta especie. Por otra
parte, debido a que la planta popularmente se ha empleado para el tratamiento de problemas
respiratorios, es importante la evaluacion de su potencial antiespasmadico sobre tejido aislado

de traquea de cobayo y asi contribuir a la confirmacién de su uso popular.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general.

Realizar la identificacion del contenido metabdlico secundario mayoritario y el aislamiento
de los componentes mayoritarios presentes en las partes aéreas de la planta medicinal
Santolina chamaecyparissus L. (Asteraceae) y determinar su actividad antiespasmodica en

tejido aislado de trdquea de cobayo.

4.2 Objetivos particulares.

1. Obtener los extractos organicos de hexano, acetona y MeOH, de las partes aéreas de la

planta S. chamaecyparissus L. por medio de la técnica de maceracion.

2. Obtener el aceite esencial de las partes aéreas mediante un proceso de

hidrodestilacion.

3. Evaluar la actividad antiespasmadica de los extractos organicos obtenidos y del aceite
esencial en tejido aislado de traquea de cobayo.

4. Realizar el aislamiento y elucidacién estructural de los metabolitos secundarios

mayoritarios presentes en el extracto de acetona por métodos cromatograficos,
espectroscépicos y espectromeétricos.
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5. PARTE EXPERIMENTAL

5.1 Material y equipo utilizado

Para el analisis por cromatografia en capa fina se utilizaron placas cromatogréaficas TLC
Silica gel 60 Fys4 Merck. Como reveladores se emplearon una solucion de sulfato cérico
amoniacal [(NH4)sCe(S0,4)402H,0] al 1% con H,SO,4 2N y una lampara de luz UV UVLMS-38
EL Series 3UV Lamp UVP visualizando a longitudes de onda de 254 y 365 nm.

Se utilizaron columnas de vidrio abiertas para el fraccionamiento de los extractos y como

fase estacionaria gel de silice 60 (malla 0.063-0.200 nm) Merck.

La cromatografia preparativa se realiz6 en cromatoplacas DC-Fertigplatten SIL G-100
uUv254, MACHEREY-NAGEL de 1 mm de grosor con dimensiones de 20 x 20 cm.

Los puntos de fusion fueron determinados en un aparato Fisher Johns y no estan

corregidos.

Los espectros en el UV e IR se determinaron en un espectrofotometro Perkin-Elmer
Spectrum RX 1 FTIR.

Los espectros de RMN de *H y *3C fueron registrados a 400 MHz, en espectrometros de
alta resolucion Varian Unity Inova, utilizando como disolventes CDCl;, CD;OD y como
referencia interna TMS.

Los espectros de masas se obtuvieron en un espectrometro marca Thermo-Electron,

modelo DFS (Double Focus Sector), utilizando la técnica acoplada CG-EM y de ionizacién por

impacto electronico.
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Para la determinacion de la actividad antiespasmodica de cada extracto se utilizaron

camaras de vidrio para tejido aislado, provistas con ganchos de alambre de Nicromel,
conectados a un transductor de fuerza (Grass FT 03E) de un poligrafo Biopack MP100. Los

datos fueron procesados con el software Acgknowledge 3.8.2.

5.2 Recoleccién e Identificacion del material vegetal

Para la realizacion de este estudio se emplearon las partes aéreas de la planta Santolina
chamaecyparissus L., colectadas en el Pedregal de San Angel, Ciudad Universitaria, UNAM,
CDMX, el 29 de Septiembre de 2016. La identificacion botéanica fue realizada por el Dr. Robert
Bye Boettler en el Instituto de Biologia de la UNAM y el M. en C. Ramiro Rios del
Departamento de Botanica de la FES Zaragoza, UNAM. Una muestra de referencia se
conserva en el laboratorio 111 del Departamento de Farmacia con el numero de colecta SC-
14-06-16.

5.3 Extraccion

5.3.1 Desecacion y Fragmentacién

El material vegetal recolectado (213.8 g) fue sometido a un proceso de secado al aire libre

y a la sombra y posteriormente fue fragmentado con una tijeras.

5.3.2 Obtencién de los extractos organicos

Para la obtencion de los extractos organicos, se emplearon 160 g del material vegetal, el
cual se sometid a un proceso de maceracién a temperatura ambiente, por periodos de 24 h
con disolventes de distinta polaridad (hexano, acetona y metanol) consecutivamente y por
triplicado. Cada uno de los extractos se filtraron y concentraron por medio de destilacion al
vacio utilizando un rotaevaporador, obteniéndose 4.7 g, 11.6 g y 19.5 g de extracto de hexano,

acetona y MeOH, respectivamente.
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5.3.3 Obtencion del aceite esencial

53.8 g del material vegetal se sometieron a un proceso de hidrodestilacién con 500 mL de
agua destilada, con la finalidad de obtener la fraccion volatil (aceite esencial) de la planta en
estudio. El hidrodestilado se sometié a un proceso de extraccion por reparto con AcOEt. La
fraccion de AcOEt se concentré a presion reducida con el rotaevaporador. El aceite esencial

obtenido se analiz6 mediante cromatografia de gases/espectrometria de masas (CG/EM).

5.4 Analisis quimico del extracto de acetona

5.4.1 Fraccionamiento cromatografico

El fraccionamiento del extracto de acetona se realiz6 mediante una cromatografia en
columna. Para ello se adsorbieron 10.7 g del extracto de acetona en 11.0 g de gel de silice. La
muestra se aplico en una columna abierta de vidrio que contenia 220.0 g de gel de silice. La
elucion se realiz6 con mezclas de disolventes de polaridad creciente de hexano-AcOEt y
CHCI3-MeOH. Se recolectaron fracciones de 200 mL cada una, reuniendo un total de 170
fracciones primarias. La composicion de los eluatos se detectdé por medio de cromatografia en
capa delgada, en placas de aluminio (2.5 x 6.5 cm) recubiertas de gel de silice. Los
compuestos se visualizaron con luz UV 254/365 nm y se empled como revelador sulfato cérico
amoniacal. Las fracciones fueron agrupadas con base en su similitud en la cromatografia en

capa fina, obteniéndose 37 fracciones primarias, las cuales se muestran en la Tabla 3.
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Tabla 3. Fraccionamiento cromatografico del extracto de acetona.

Sistema de Fracciones Clave Sistema de Fracciones Clave
elucioén recolectadas elucién recolectadas
Hexano 1-5 Sca-1 Hexano: AcOEt 89-92 Sca-23
(30:70)
Hexano: AcOEt 6-7 Sca-2 93-97 Sca-24
(90:10) 8-9 Sca-3 Hexano: AcOEt 98-101 Sca-25
10-11 Sca-4 (40:60) 102-105 Sca-26
12-16 Sca-5 106 Sca-27
17-22 Sca-6 107-109 Sca-28
Hexano: AcOEt 23-25 Sca-7 Hexano: AcOEt 110-116 Sca-29
(85:15) (20:80)
26-28 Sca-8 Hexano: AcOEt 117-121 Sca-30
(10:90)
29-31 Sca-9 AcOEt 122-126 Sca-31
32-43 Sca-10 127-131 Sca-32
44-54 Sca-11 132-136 Sca-33
Hexano: AcOEt 55-58 Sca-12 CHCl3: MeOH 137-144 Sca-34
(75:25) 59-61 Sca-13 (50:50) 145-152 Sca-35
62-63 Sca-14 151-161 Sca-36
64-70 Sca-15 MeOH 162-170 Sca-37
Hexano: AcOEt 71-75 Sca-16
(65:35) 76-79 Sca-17
80-81 Sca-18
82-84 Sca-19
Hexano: AcOEt 85-86 Sca-20
(50:50) 87 Sca-21
88 Sca-22

5.4.2 Aislamiento y purificacion de los metabolitos secundarios mayoritarios del
extracto de acetona

5.4.2.1 Aislamiento y purificacion de la 5,7-dihidroxi-4',6-dimetoxiflavona
(pectolinaringenina)

De la fraccidn Scal3 [hexano: AcOEt (75:25)], precipitdé un sélido amarillo, el cual se
separé de las aguas madres y se recristalizd con una mezcla de hexano y AcOEt,
obteniéndose 11.4 mg de un compuesto cuya caracterizacién quimica se realiz6 mediante el
andlisis de los datos de RMN de *H y de *3C, y fue identificada como la 5,7-dihidroxi-4',6-

dimetoxiflavona (pectolinaringenina).
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5.4.2.2 Aislamiento y purificacion del 5,10-epoxigermacr-4(15)-en-1,2,6-triol

De la fraccion Sca22 [hexano: AcOEt (50:50)], precipité un sélido amarillo, el cual se
separ6 de las aguas madres y se recristalizd con una mezcla de hexano y AcOEt,
obteniéndose 5.3 mg de un sélido blanco, identificado como el 5,10-epoxigermacr-4(15)-en-
1,2,6-triol con base en los datos espectroscépicos de RNM de *H y de *3C.

5.4.2.3 Aislamiento y purificacion del germacra-1(10),4(15)-dien-2,5,6-triol

De la fraccion Sca28 [hexano: AcOEt (40:60)], precipitd un sdlido amarillo, el cual se
separ6 de las aguas madres y se recristalizd6 con una mezcla de hexano y AcOEt,
obteniéndose 20.2 mg de un solido blanco. La caracterizacion del metabolito, identificado
como el germacra-1(10),4(15)-dien-2,5,6-triol se realiz0 mediante el analisis de los datos
espectroscopicos de RMN de *H y de’*C.

5.4.2.4 Aislamiento y purificacion del 4-acetoxi-7-(2,4-hexadiinilideno)-1,6-
dioxaspiro[4.4]nona-2,8-dieno

El metabolito mayoritario presente en la fraccion Sca9 [hexano: AcOEt (85:15)], fue aislado
mediante cromatografia en placa preparativa. Para ello 65.0 mg de la fraccién se aplicaron en
una placa de gel de silice (20 x 20 cm, 1 mm), ésta se eluy6 3 veces en un sistema de hexano:
AcOEt (90:10) y se visualizé con una lampara de luz UV 254/365 nm, obteniéndose 17.8 mg
de un solido café el cual fue identificado como el 4-acetoxi-7-(2,4-hexadiinilideno)-1,6-
dioxaspiro[4.4]nona-2,8-dieno con base en el analisis de los datos espectroscopicos en el IR,
en el UV, de RMN de 'H y de *C y CG/EM.

5.4.2.5 Aislamiento y purificacion del glucésido de B-sitosterol

De la fraccién Sca31l [AcOEt 100 %] precipité un soélido blanco, el cual se separé de las
aguas madres y se lavé con mezcla de hexano: AcOEt, obteniéndose 13.7 mg del compuesto,
el cual fue identificado como el glucésido de B-sitosterol con base en el analisis de sus

caracteristicas espectroscopicas.
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5.5 Ensayo bioldgico. Determinacion de la actividad antiespasmddica de los extractos
en trdquea de cobayo

5.5.1 Reactivos

La composicion de la disolucion Krebs-Henseleit (KHS) utilizada fue la siguiente:
MgSO,e7H,0 (1.2 mM), NaH,PO, (1.4 mM), KCI (4.7 mM), NaCl (118.0 mM), NaHCO3; (25.0
mM), CaCl,e2H,0 (2.5), EDTA (0.06 mM) y D-glucosa (11.1 mM).

Se utilizaron disoluciones de acetilcolina y carbacol a las concentraciones de 3 mM y 0.1

mM, respectivamente.

Se prepararon las disoluciones de los extractos a evaluar, a las concentraciones de 12.5,
50, 100 y 200 ug/mL para el extracto acuoso y de 25, 50, 100 y 200 ug/mL para los extractos

de acetona y hexano. Los extractos se disolvieron en agua con 1 gota de tween 80.

5.5.2 Material bioldgico

Para el ensayo se emplearon cobayos machos de peso corporal entre 300-450 g,
mantenidos a temperatura ambiente (aproximadamente 22 °C) con libre acceso al alimento y

agua.

5.5.3 Diseccién de latraquea y estabilizacién del tejido

Los animales se sacrificaron con una sobredosis de pentobarbital sédico para uso
veterinario (150 mg/kg, i.p), e inmediatamente se realizo la diseccion de la traquea, a la cual se
le quit6 el tejido circundante y se coloco en disolucion KHS a 37 £ 1°C. Se cortaron anillos de
aproximadamente 2 mm de longitud y cada uno se suspendié por medio de ganchos de
alambre de Nicromel a una camara de tejido aislado, que contenia 10 mL de disolucion KHS a
37 °C con burbujeo continuo de gas carbdgeno (95% O, y 5% CO,). Uno de los alambres se
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fijo a la cAmara de vidrio y el otro alambre al transductor de fuerza (Grass FT 03E) conectado

al Poligrafo Biopac System MP100. El tejido se sometié a una tension inicial de 1.5 g y se dejo
estabilizar durante 45 min, realizando lavados cada 15 min con la disolucion KHS. Transcurrido
el tiempo, el tejido se estimuld con 100 pL de la solucion 3 mM de acetilcolina (para conocer la
viabilidad del mismo), posteriormente se realizaron dos lavados cada 15 min con solucién

KHS. Cuando se alcanzo6 una contraccion basal se inici6 el experimento.

5.5.4 Evaluacién de la relajacion

Al término de la estabilizacion, el tejido se estimulé con la soluciéon de carbacol 0.1 mM.
Cuando se alcanz6 una meseta de contraccion, las soluciones de los extractos se adicionaron
de manera consecutiva y creciente, en intervalos de 4 min. Al finalizar el experimento el tejido
se lavoé con solucion KHS. Como control se adicioné unicamente el vehiculo (agua con tween
80).

Nota: La concentracion real en la camara de 6rgano aislado es 100 veces menor debido a
la diluciéon (1:100).

5.5.5 Procesamiento de los datos

Los datos obtenidos se procesaron con el Software Acgknowledge 3.8.2 y posteriormente

se construyeron graficas de %Efecto vs Concentracién para cada uno de los extractos.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

Como se menciono en los antecedentes vy justificacion, Santolina chamaecyparissus L. es
una planta utilizada con fines medicinales en los paises que delimitan el mar Mediterraneo,
como ltalia, Espafia, Egipto, Francia, entre otros. En México, esta planta es empleada
principalmente como ornamental, sin embargo, su intenso aroma motivé a su estudio quimico,
en primera instancia de los componentes volatiles y posteriormente de los extractos organicos,
tomando en consideracién los reportes previos de su actividad antiespasmadica, dirigiendo el
estudio hacia la busqueda de compuestos con una actividad relajante en traquea de cobayo.
Con los resultados del estudio fitoquimico que se presentan a continuacion, se hace un

analisis de los metabolitos secundarios mayoritarios presentes en la especie mexicana.

6.1 Identificacion de los compuestos presentes en el aceite esencial

Por el proceso de hidrodestilacion y posterior extraccion por reparto se obtuvo un aceite
cuyo analisis por CG/EM dio evidencia de la presencia de 7 componentes mayoritarios de
naturaleza mono y sesquiterpenoide (Figura 8). Los nombres, estructuras y tiempos de

retencion se muestran en la Tabla 4 y Figuras 15-21.
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Figura 8. Cromatograma de gases de la fraccion volatil de las partes aéreas de S.

chamaecyparissus.
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Tabla 4. Compuestos detectados en la fraccion volatil de las partes aéreas de S.

chamaecyparissus.
Nombre Tiempo de Estructura
retencion
(min)
1 (1R)-1,7,7- 4.61
trimetilbiciclo[2.2.1]heptan-2-ona o
(alcanfor)
2 cis-p-ment-2-en-7-ol 4.68 ) <:>
OH
3 1,7,7-trimetilbiciclo[2.2.1]heptan-2-ol 4.89
(borneol)
HO
4 4-metil-1-(1-metiletil)-3-ciclohexen-1- 5.02
ol (4-terpineol)
5 2,6,6,9- 7.04

tetrametiltriciclo[5.4.0.0(2,8)Jundec-9-
eno (a-longipineno)

6 8.88
4,4,11,11-tetrametil-7-
tetraciclo[6.2.1.0(3.8)0(3.9)undecanol

KAl

(longiverbenona)

OH
7 2,6,6,11- 9.40
tetrametiltriciclo[5.4.0.0(2,8)Jundec-
10-en-9-ona o

Se ha reportado en la literatura principalmente la actividad antimicrobiana del aceite
esencial de S. chamaecyparissus, ya que es activo contra los microorganismos fungicos
(Trichophyton rubrum, Microsporum canis, Epidermophyton floccosum, Aspergillus fumigatus,
Scopulariopsis brevicaulis y Scytalidium dimidiatum), bacterias Gram negativas (Escherichia
coli, Proteus mirabilis y Citrobacter freundii) y bacterias Gram positivas (Enterococcus faecalis

y Staphylococcus aureus) (Salah-Fatnassi et al, 2017).
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6.2 Andlisis quimico del extracto de acetona

6.2.1 Aislamiento e identificacion de la 5,7-dihidroxi-4',6-dimetoxiflavona
(pectolinaringenina) (8)

El compuesto aislado de la fraccion Sca 13 es un sélido amarillo con punto de fusion de
207-209 °C y se identific6 como 5,7-dihidroxi-4',6-dimetoxiflavona (pectolinaringenina) (Figura
9), con base en las propiedades espectroscopicas indicadas en la Tabla 5 y que se discuten a

continuacion:

Figura 9. Estructura de la 5,7-dihidroxi-4',6-dimetoxiflavona (pectolinaringenina) y principales

correlaciones observadas en el espectro HMBC.

Tabla 5. Datos espectroscopicos de la pectolinaringenina.

Formula C17H1406

molecular

p.f. 207-209 °C

uv Amax (NM): 208, 315

(Figura 23)

IR vmax (pastilla) cm™: 3449, 3073, 2957, 2555, 1660, 1623, 1441, 1369, 1164, 1102,
(Figura 22) | 979, 824.

RMN H 400 MHz, CD;0D, &y: 7.95 (2H, d, J=13 Hz, H-2’' y H-6’), 7.09 (2H, d, J=9 Hz, H-3'y
(Figura 24) H-5'), 6.64 (1H, s, H-3), 6.58 (1H, s, H-8), 3.89 (3H, s, H-16), 3.88 (3H, s, H-17).
RMN C 400 MHz, CD;0D, &¢: 184.2 (C-4), 166.0 (C-2), 164.4 (C-4’), 158.8 (C-9), 154.7 (C-
(Figura25y | 7), 152.5 (C-5), 131.4 (C-6), 129.3 (C-2’ y C-6’), 124.6 (C-1’), 115.6 (C-3’ y C-5),
26) 104.3 (C-10), 103.9 (C-3), 95.3 (C-8), 60.9 (C-16), 56.0 (C-17).
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Este compuesto presentd dos bandas de absorcion intensa en el espectro en el UV (208 y
315 nm) caracteristica de metabolitos de tipo flavonoide, absorciones en el infrarrojo para
grupos —OH (3449 c¢cm™), grupos C-H y C-C aromaticos (3073 y 1623 cm™), grupos metilo
(2957 y 1441 cm™), carbonilo de cetona a,p insaturada (1660 cm™) y absorciones de C-O
(1164, 1102 y 979 cm™). Por otra parte se observaron 17 sefiales en el espectro de RMN-*C
correspondiendo dos de ellas a dos grupos metoxilo (&¢c 60.9 y 56.0; C-16 y C-17). Las quince
sefiales restantes fueron asignadas a carbonos sp?, 6 agrupadas en la zona de carbonos
aromaticos base de oxigeno (6¢c 166.0, 152.5, 131.4, 154.7, 158.8 y 164.4, asignados a los
carbonos C-2, C-5, C-6, C-7, C-9 y C-4’, respectivamente); 5 carbonos aroméaticos protonados
(6c 103.9, 95.3, 129.3, 129.3, 115.6 y 115.6, asignados a los carbonos C-3, C-8, C-2’, C-6’, C-
3’ y C-5, respectivamente); un carbonilo de cetona a,B insaturada (6c 184.2, C-4) y dos
carbonos aromaticos cuaternarios (3¢ 124.6 y 104.3; C-1’ y C-10). En el espectro de RMN *H
se observaron sefiales para hidrégenos en carbonos sp® de un sistema A;X, (dy 7.95 y 7.09,
integrando para dos hidrégenos cada una, asignadas a H-2', H-6' y H-3', H-5,
respectivamente) y dos hidrogenos singulete (¢ 6.64 y 6.58, asignados a H-3 y H-8,
respectivamente); también se observo una sefial en &y 12.81 correspondiente a un hidrégeno
formando un puente con el oxigeno de un carbonilo (8¢ 184.2). La integracion de los resultados
anteriores concuerda con la estructura de un flavonoide dimetoxilado en las posiciones 6 y 4’
por las correlaciones observadas en los espectros COSY, HSQC, HMBC (Figura 9) y NOESY
(Figuras 27-30). En conjunto, todas estas observaciones permitieron establecer la estructura
del producto como la de la pectolinaringenina, aislada previamente de la especie S.

chamaecyparissus (Becchi, 1980).
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6.2.2 Aislamiento e identificacion del 5,10-epoxigermacr-4(15)-en-1,2,6-triol (9)

El compuesto aislado de la fraccién Sca 22 (s6lido blanco con punto de fusion de 210-213
°C), se identific6 como 5,10-epoxigermacr-4(15)-en-1,2,6-triol (Figura 10), con base en las

propiedades espectroscopicas presentadas en la Tabla 6 y que se discuten a continuacion:

Figura 10. Estructura del 5,10-epoxigermacr-4(15)-en-1,2,6-triol y principales correlaciones

observadas en el espectro HMBC.

Este compuesto presentd absorciones caracteristicas en el infrarrojo para grupos —OH
(3471 y 3360cm™), grupos C-H y C-C de doble ligadura (3093 y 1635 cm™), grupos alifaticos
(1459 y 1365 cm™) y grupos C-O (1164, 1066, 1024 y 982 cm™).

Su férmula molecular se establecié como Cy5H2604 con base en el analisis de los espectros
de RMN. Asi, el espectro de RMN *3C (Figura 33) presentd sefiales para quince atomos de
carbono, de los cuales dos corresponden a un grupo metileno terminal (C-15) unido a un
carbono cuaternario (C-4), ambos con hibridacién sp® (6c 147.4 y 113.1); cinco carbonos
alifaticos base de oxigeno, uno de ellos cuaternario (6¢ 80.8, C-10) y cuatro terciarios (6c 85.3,
74.4, 72.2 y 71.9, asignados respectivamente a C-5, C-6, C-1 y C-2); dos metinos alifaticos en
O6c 47.6 y 34.3 (C-7 y C-11); tres grupos metileno alifaticos (6¢ 42.0, 40.5 y 21.4, asignados a
C-3, C-9 y C-8); tres grupos metilo de los cuales uno se presenta como un singulete en RMN-
'H (Figura 32) unido a un carbono base de oxigeno (5y 1.12, H-14), y dos grupos metilo

geminales unidos a un metino, como sefiales dobles en RMN *H (8, 0.97 y 0.96, asignados a
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H-12 y H-13). Por otra parte, en el analisis del espectro HMBC, C-10 presenta correlaciones

con los hidrégenos H-9, H-1, H-5 y H-14; H-5 presenta correlaciones con C-6, C-4, C-10 y C-

15. Los carbonos C-10 y C-5 comparten el mismo atomo de oxigeno en una funcion éter

(Figuras 10 y 36). El analisis del resto de los espectros (Figuras 34-37) corroboro la estructura

del producto como la del 5,10-epoxigermacr-4(15)-en-1,2,6-triol, sesquiterpeno identificado con

anterioridad en la especie estudiada (Marco, 1993).

Tabla 6. Datos espectroscopicos del 5,10-epoxigermacr-4(15)-en-1,2,6-triol.

Formula molecular | Ci5H2604

p.f. 210-213 °C

IR vmax (pastilla) cm™: 3471, 3360, 3093, 2979, 2875, 2494, 1635, 1459, 1365,

(Figura 31) 1164, 1066, 1024, 982, 909.

RMN H 400 MHz, CD50D, &,: 5.06 (1H, s.a, H-15), 4.78 (1H, s a, H-15), 4.53 (1H, d,

(Figura 32) J=8.7 Hz, H-1), 4.43 (1H, d, J=6.28 Hz, H-5), 4.32 (1H, d, J=6.28 Hz, H-6), 3.73
(1H, ddd, J=8.8, 4.4 y 5.0 Hz, H-2), 2.82 (1H, dd, J=16.2, 4.7 Hz, H,-3), 2.40
(1H, dd, J=13.76, 5.2 Hz, Hy-3), 2.10 (1H, m, Hy-8), 2.10 (1H, m, Hy-9), 1.68
(1H, m, H-11), 1.58 (1H, m, H-7), 1.30 (1H, m, H,-8), 1.30 (1H, m, H,-9), 1.12
(3H, s, H-14), 0.97 (3H, d, J=6.8 Hz, H-12), 0.96 (3H, d, J=6.8 Hz, H-13).

RMN BC 400 MHz, CD50D, &¢: 147.43 (C-4), 113.13 (C-15), 85.35 (C-5), 80.83 (C-10),

(Figura 33) 74.47 (C-6), 72.24 (C-1), 71.94 (C-2), 47.61 (C-7), 42.07 (C-3), 40.58 (C-9),
34.32 (C-11), 24.09 (C-14), 21.40 (C-8), 21.36 (C-12), 21.08 (C-13).
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6.2.3 Aislamiento e identificacion del germacra-1(10),4(15)-dien-2,5,6-triol (10)

El producto aislado y recristalizado de la fraccion Sca 28 constituyd un sélido blanco con

punto de fusion de 190-192 °C, el cual fue identificado como el germacra-1(10),4(15)-dien-

2,5,6-triol (Figura 11) de acuerdo con sus caracteristicas espectroscoépicas (Tabla 7).

(@] | LLI1D 2%

Figura 11. Estructura del germacra-1(10),4(15)-dien-2,5,6-triol y principales correlaciones

observadas en el espectro HMBC.

Tabla 7. Datos espectroscépicos del germacra-1(10),4(15)-dien-2,5,6-triol.

(Espectro 39)

Formula molecular | Ci5H2604

p.f. 190-192 °C

IR vmax (pastilla) cm™: 3314, 2951, 1672, 1640, 1465, 1381, 1056, 1010, 912.
(Figura 38)

RMN TH 400 MHz, CD;0D, &y 5.23 (1H, dt, J=10.32, 1.5 Hz, H-1), 4.97 (1H, s, H.-15),

4.85 (1H, s, Hy-15), 4.50 (1H, ddd, J= 10.1, 8.4 y 8.4 Hz, H-2), 3.91 (1H, d, J=
10.0 Hz, H-6), 3.74 (1H, d, J=9.64 Hz, H-5), 2.72 (1H, dd, J= 12.04 y 6.68 Hz,
Ha-3), 2.40 (1H, m, Ha-9), 2.10 (1H, dd, J=11.6 y 11.0 Hz, Hy-3), 1.74 (1H, m,
H-11), 1.73 (1H, m, H,-8), 1.70 (1H, s, Hy-9), 1.68 (3H, d, J=1.6 Hz, H-14), 1.39
(1H, m, Hy-8), 1.13 (1H, dd, J=7.76 y 7.56 Hz, H-7), 0.99 (3H, d, J=6.8 Hz, H-
12), 0.99 (3H, d, J=6.8 Hz, H-13).

RMN *C
(Figura 40)

400 MHz, CD;0OD, 6. 146.98 (C-4), 139.80 (C-10), 129.64 (C-1), 114.33 (C-
15), 78.05 (C-5), 73.77 (C-6), 70.98 (C-2), 45.80 (C-3), 43.28 (C-7), 36.62 (C-
9), 32.86 (C-11), 30.56 (C-8), 23.02 (C-14), 21.96 (C-12), 21.64 (C-13).
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Este compuesto presenté absorciones en el infrarrojo para grupos —OH (3314 cm™),
grupos C-C de doble ligadura (1672 y 1640 y cm™), grupos alifaticos (1465 y 1381 cm™) y C-O
(1056, 1010 y 912 cm™).

El espectro de RMN *3C (Figura 40) mostr6 sefiales para 15 atomos, de los cuales cuatro
presentaron hibridacién sp® y acoplamiento entre si por pares (HMBC, Figura 43) (5¢c 129.6 y
139.8 asignados a C-1y C-10; d¢c 146.9 y 114.3, asignados a C-4 y C-15); en la Figura 11 se
observa que C-4 y C-10 son carbonos cuaternarios, C-1 corresponde a un grupo metino y C-15
es un metileno terminal (HSQC, Figura 41). También se observaron tres carbonos terciarios
base de oxigeno (6¢c 78.0, 73.77 y 70.98, asignados a C-5, C-6 y C-2); tres grupos metileno
alifaticos (6¢ 45.80, 36.62 y 30.56, asignados a C-3, C-9 y C-8); dos grupos metino alifaticos
(6c 43.28 y 32.86, asignados a C-7 y C-11) y tres grupos metilo, de los cuales uno esta unido a
un carbono con hibridacién sp? (8¢ 23.02, C-14) y dos grupos metilo unidos a un metino como
sefiales dobles en RMN *H (34 0.99 y 0.99, asignados a C-12 y C-13) que integraron para seis
hidrégenos. El andlisis detallado de los espectros de RMN de *H y **C permiti6 establecer la
férmula molecular de C;5H2603. Las correlaciones observadas en el espectro COSY, HMBC y
NOESY (Figuras 11 y 42-44) permitieron inferir que se trataba de un sesquiterpeno con nucleo
de germacrano, caracterizado como el germacra-1(10),4(15)-dien-2,5,6-triol. La presencia de
este compuesto ha sido reportada con anterioridad en S. chamaecyparissus y los datos

espectroscépicos reportadas coinciden con los experimentales de este trabajo (Marco, 1993).
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6.2.4 Aislamiento e identificacion del 4-acetoxi-7-(2,4-hexadiinilideno)-1,6-
dioxaspiro[4.4]nona-2,8-dieno (11)

De la fraccibn Sca9 se aislé el producto identificado como el 4-acetoxi-7-(2,4-
hexadiinilideno)-1,6-dioxaspiro[4.4]nona-2,8-dieno (Figura 12), con base en sus propiedades
espectroscoépicas (Tabla 8).

Figura 12. Estructura del 4-acetoxi-7-(2,4-hexadiinilideno)-1,6-dioxaspiro[4.4]nona-2,8-dieno y

principales correlaciones observadas en el espectro HMBC.

Tabla 8. Datos espectroscopicos y espectrométricos del 4-acetoxi-7-(2,4-hexadiinilideno)-1,6-

dioxaspiro[4.4]nona-2,8-dieno.

Formula molecular | Ci5H1,04

uv Amax (nm): 242, 319

(Figura 48)

IR vmax (pastilla) cm™: 3430, 3104, 2918, 2850, 2231, 2168, 2140, 1737, 1678,
(Figura 47) 1621, 1577, 1371, 1281, 1225, 1155, 1058, 1025, 959, 906.

RMN *H 400 MHz, CDCls, éy: 6.76 (1H, d, J=5.8 Hz, H-8), 6.59 (1H, dd, J=3.1, 1.7 Hz,
(Figura 49) H-13), 6.33 (1H, dd, J=5.7, 1.7Hz, H-9), 5.69 (1H, dd, J=2.0, 2.0 Hz, H-11),

5.21 (1H, dd, J=2.7, 2.7 Hz, H-12), 5.14 (1H, s a, H-6), 2.07 (3H, s, H-14), 1.98
(3H, d, J=1.2 Hz, H-1).

RMN C 400 MHz, CDCl;, 6¢: 170.45 (C-15), 168.88 (C-7), 148.61 (C-13), 133.77 (C-9),
(Figura 50) 126.11 (C-8), 117.33 (C-10), 100.84 (C-12), 83.16 (C-6), 80.53 (C-2), 77.70 (C-
4), 75.25 (C-11), 70.30 (C-5), 64.86 (C-3), 20.56 (C-14), 4.83 (C-1).
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CG/EM m/z (Int.rel.): 256 [M] (49.0), 227 (34.9), 213 (39.8), 197 (9.5), 185 (100.0), 169
t.r.= 23.58 min (8.0), 159 (9.8), 139 (13.8), 128 (32.3), 115 (23.9), 110 (11.5), 103 (5.5), 88
(Figura 45 y 46) (8.9), 76 (12.1), 63 (17.1), 55 (7.1), 50 (13.2), 43 (100.0), 28 (5.7).

El producto Sca 9 se obtuvo como un solido amorfo café, la formula molecular se
establecio por analisis por CG/EM (Figura 46) que mostré un pico mayoritario (el compuesto se
degrada muy rapidamente) con t.r.= 23.58 min y un ion molecular en m/z 256 (Figura 45). Las
sefiales para hidrégenos y carbonos detectadas en los espectros de RMN *H y de **C (Figuras
49 y 50) fueron adecuadas para una férmula molecular de C,5H;1,04, que es congruente con el
peso molecular detectado por espectrometria de masas. El IDH calculado a partir de la formula
molecular (10) sugirio la presencia de numerosas insaturaciones y/o anillos en la molécula. El
analisis en el UV (Figura 48) sugiri6 la presencia de grupos cromoforicos importantes
(absorciones en 242 y 319 nm); el espectro en el IR (Figura 47) mostré sefiales de C-H
insaturado (3104 cm™), C-H saturado (2918 y 2850 cm™), C-C de triple ligadura (2231, 2168 y
2140 cm™), carboxilo de éster (1737 cm™), C-C de doble enlace (1678 y 1621 cm™), grupo CHs
(1371 y 1281 cm™) y C-O (1225, 1155, 1058, 1025 y 959 cm™). El andlisis detallado de los
espectros de RMN (Figuras 49-54) evidencio las caracteristicas estructurales.

El espectro de RMN **C (Figura 50) mostré 15 carbonos, de los cuales 6 corresponden a
grupos metino, 2 a grupos metilos y 7 a carbonos cuaternarios, uno de los cuales pertenece al
grupo carbonilo de un acetato (6¢c 170.45; 64 2.07). En 6¢c 117.33 (C-10) se observa la sefial de
un grupo cetal, el cual mostré correlaciones en el espectro HMBC (Figura 53) con los
hidrégenos H-8, H-13, H-9, H-11 y H-12. El metilo en &y 1.98 correlacioné en HMBC con
cuatro carbonos cuaternarios localizados en dc 64.86 (C-3), 70.30 (C-5), 77.70 (C-4) y 80.53
(C-2), lo que permitié establecer que estos carbonos cuaternarios pertenecen a dos grupos
alquino. Las sefiales para estos grupos se observan en el espectro en el Infrarrojo (Figura 47)
en 2231, 2168 y 2140 cm™. Por otra parte, en el espectro HMBC (Figura 53) se observaron

correlaciones entre el carbonilo (asignado a C-15) con H-11 y con H-14.

El espectro de RMN *H (Figura 49) mostré una sefial doble (54 6.76, asignado a H-8) y un

doble de doble (&4 6.33, asignado a H-9) como metinos vinilicos vecinos entre si (correlacion
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en COSY, Figura 52); al correlacionar el metino en &4 6.33 con el metino en C-11 (NOESY,
Figura 54), se asignd su posicién en la estructura (H-9), mientras que el hidrégeno H-8
correlacion6 con el carbono vinilico cuaternario C-7, y este ultimo con el metino H-6 (HMBC,
Figura 53). Un par de hidrégenos de otro doble enlace se observo en &4 5.21 y &4 6.59 (Figura
49, asignados a H-12 y H-13). La sefial en &y 5.69 se asigno al metino H-11 el cual se observé
como una sefial multiple y tuvo acoplamiento con C-9, C-10, C-12, C-13 y con el carbonilo C-
15 (HMBC, Figura 53). Las correlaciones mencionadas en parrafos anteriores sugirieron la
estructura del 4-acetoxi-7-(2,4-hexadiinilideno)-1,6-dioxaspiro[4.4]nona-2,8-dieno (Figura 12).
Finalmente la confirmacién de la estructura se realiz6 mediante la comparacion de sus
propiedades fisicas y espectroscopicas con aquellas descritas en la literatura (Maqua, 1988).
El 4-acetoxi-7-(2,4-hexadiinilideno)-1,6-dioxaspiro[4.4]nona-2,8-dieno es un metabolito que ha
sido reportado en S. chamaecyparissus (Lam, 1989).

6.2.5 Aislamiento e identificacion del glucésido de B-sitosterol (12)

El dltimo compuesto aislado de la fraccion de acetona fue identificado como glucoésido de
B-sitosterol (Figura 13) de acuerdo a las caracteristicas espectroscopicas observadas en el
espectro de RMN 'H (Figura 55). En &y 5.36 se observa una sefial multiple asignada al proton
H-3; en &4 4.37 se observa un doblete diagndstico para la presencia de un hidrégeno
anomerico y entre &y 3.8 y 3.0 las sefales correspondientes a los hidrégenos de un residuo de
glucosa. Otras sefales caracteristicas del glucésido de B-sitosterol se observan entre &y 2.4y
0.8 que corresponden con los 6 metilos y 11 metilenos presentes en la molécula, evidenciando
el nucleo del B-sitosterol.

Figura 13. Estructura del glucésido de [3-sitosterol.
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6.3 Evaluacion de la actividad antiespasmaédica de los extractos en trdquea de cobayo

S. chamaecyparissus, es una planta que se utiliza popularmente para el tratamiento de
enfermedades respiratorias, por lo que se determiné la actividad de los extractos de acetona,

hexano y del aceite esencial sobre musculo liso aislado de traquea de cobayo.
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Figura 14. Evaluacion de la actividad relajante de los extractos de S. chamaecyparissus.

Como se muestra en la Figura 14, los tres extractos evaluados inhiben las contracciones
inducidas por carbacol en musculo liso de traquea aislada de cobayo. El extracto de acetona y

el aceite esencial presentan la mayor actividad relajante, a la concentracion de 50 pug/mL

disminuyendo el porcentaje de contraccion hasta un 46.5 y 41.8%, respectivamente.

En la literatura se han reportado diversos estudios sobre musculo liso de 6rgano aislado
(duodeno de rata, ileum de cobayo, utero de rata y vaso deferente de rata), en los cuales los
extractos de hexano, cloroformo, acetato de etilo y metanol inhiben las contracciones inducidas

por diversos agonistas (acetilcolina, histamina, oxitocina y noradrenalina) (Giner, 1988; 1989).
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7. CONCLUSIONES

Santolina chamaecyparissus L. contiene compuestos de tipo mono y sesquiterpenoide
oxigenados, de acuerdo con los resultados obtenidos en el analisis por CG/EM del aceite

esencial, siendo el borneol uno de los compuestos mayoritarios.

Los compuestos mayoritarios de las partes aéreas de Santolina chamaecyparissus L.
consisten en un flavonoide (pectolinaringenina), dos sesquiterpenos de tipo germacrano: el
5,10-epoxigermacr-4(15)-en-1,2,6-triol y el germacra-1(10),4(15)-dien-2,5,6-triol, un derivado
acetilénico (4-acetoxi-7-(2,4-hexadiinilideno)-1,6-dioxaspiro[4.4]nona-2,8-dieno) y un esterol

(glucésido de B-sitosterol).

En conjunto, los resultados obtenidos en este trabajo permiten validar el uso popular de S.
chamaecyparissus, especie colectada en la Ciudad de México, como antiespasmodico del
tracto respiratorio ya que tanto el extracto de acetona como el aceite esencial mostraron una

actividad relajante sobre musculo liso de traguea de cobayo, en el ensayo realizado.

8. PERSPECTIVAS

1. Realizar la evaluacion farmacologica de los metabolitos aislados con la finalidad de

establecer al compuesto activo y su posible mecanismo de accién.

2. Continuar con el estudio fitoquimico del extracto de metanol de S. chamaecyparissus

para establecer su composicion.
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Figura 40. Espectro de RMN-'3C (400 MHz, CD3;0D) del germacra-1(10),4(15)-dien-2,5,6-triol (10).
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Figura 41. Espectro HSQC (400 MHz, CD3;0D) del germacra-1(10),4(15)-dien-2,5,6-triol (10).
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