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Antecedentes

I. ANTECEDENTES

1.1 ANTECEDENTES ETNOBOTANICOS, BOTANICOS DE Hintonia latiflora

Hintonia latiflora (Sessé et Mocifio ex DC.) Bullock es una Rubiaceae conocida popularmente como falsa
quina, copalquin, cascara sagrada y cascarilla, entre otros. La especie es un arbol de hasta 10 metros de altura; su
corteza café amarillenta, es escamosa en algunas areas y casi lisa en otras; se desprende normalmente en
escamas rectangulares; en las areas desprovistas de escamas posee abundantes lenticelas pequefitas de 2 mm, a
veces en hileras longitudinales; su sabor es extremadamente amargo. Las hojas son opuestas, pecioladas,
pubescentes o glabras, de 1.5 a 12 cm de largo, ovales, oblondo-lanceoladas, de base redondeada y apice
acuminado o agudo. Las flores son grandes en forma de embudo, verdosas; amarillas o blancas, axilares o
terminales, solitarias o cimosas (Figura 1). Su fruto es capsular de forma globosa, con o sin costillas que contiene

numerosas semillas aladas (Barajas y Pérez et al., 1990).

Hintonia latiflora forma parte del complejo colpachi, constituido al menos por 11 especies de arboles o
arbustos de corteza amarga y que pertenecen a las familias Rubiaceae (Cuadro 1) y Euphorbiaceae. Algunas de
estas plantas se emplean como febrifugos, antipaludicos y contra padecimientos del higado, bilis y vesicula biliar
(Martinez et al., 1989).

Las especies del complejo copalchi que pertenecen a la familia de las rubiaceas se distribuyen en varias
regiones del pais, principalmente en los estados costeros del Océano Pacifico y del Golfo de México; las de mayor
rango de distribucién se encuentran también en los estados del centro y norte del pais. H. latiflora particularmente se

localiza desde el Sureste de Chihuahua hasta Chiapas (Camacho et al., 1990).

Hintonia latiflora se usa en la medicina tradicional de México y otros paises para el tratamiento de la
malaria y dengue, y al igual que otras cortezas de la familia Rubiaceae se ha empleado como un sustituto de la
quina para el tratamiento de sintomas asociados al paludismo (Standley et al, 1975). En estudios sobre los
Tarahumaras de Chihuahua, Bye (1986) reporta el uso de H. latiflora como antimalarico y para el tratamiento de

heridas. Otros usos medicinales de esta especie se resumen en el Cuadro 2.
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Cuadro 1. Nombres comunes y sinonimia de las principales especies de Rubiaceas que integran el complejo

NOMBRE
CIENTIFICO

Hintonia latiflora
(Sessé et Mocifio ex
DC.) Bullock

SINONIMIAS

Coutarea pterosperma
Coutarea latiflora
Portlandia pterosperma

copalchi.

NOMBRE COMUN

Campanilla, Campanillo, Chichicpatli,
Cichicquauitl, Copalchi, Colpachi de
Jojutla, Corteza de Jojutla, China od.
Falsa quina, Palo amargo, Quina
campanilla, Quina de Michoacan,
Copalchile, Copalquin, Gurafiona,
Jujetillo, Palo negro, Quina, San Juan.

REFERENCIA

Diaz et al., 1976
Camacho et al., 1990
Aguilar et al., 1994

Coutarea hexandra
Jacq.

Colpachi de Oaxaca

Martinez et al., 1989

Exostema caribaeum
(Jacg.) Roem. et

Cinchona caribaea

Colpachi de Michoacén, Corteza de
Jojutla, Jocotillo de cerro, Quina de

Diaz et al., 1976

Schult. Michoacan, Sabakche
'Exostema Melena de ledn, Quina blanca, Camacho et al,, 1990
mexicanum A. Gray Sabacche
Psychotria
horizontalis Quina Blanca Camacho et al., 1990
Sw.
Cuadro 2. Otros usos medicinales de la especie Hintonia latiflora.
Usos VIA DE
MEDICINALES PARTE USADA MODO DE USO ADMINISTRACION REFERENCIA
Hipoglucemiante Corteza Decoccion Oral
Antiperiédico Corteza Decoccién Oral
Curar granos Tallos Decoccion Lavados
Febrifugo Corteza Decoccion Oral
Antiséptico Tallos Decoccion Lavados Aguilar et al., 1994
Tranquilizante Tallos Decoccion Oral Rojas Alba et al.,
Tratamiento de la bilis Corteza Infusion Oral 1998
Ulcera gastrica Corteza Macerado Oral
Célculos biliares Corteza Decoccion Oral
Eupéptico Corteza Decoccion Oral
Purgante Corteza Decoccion Oral
Diurético Corteza Decoccion Oral
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Figura 1. Hintonia latiflora (Sessé et Mocifio ex DC.) Bullock (Rubiaceae).

1.2 ESTUDIOS FARMACOLOGICOS Y QUIMICOS SOBRE Hintonia latiflora

Los estudios realizados sobre la actividad farmacolégica de H. /atiflora son numerosos y la mayoria estan
relacionados con sus propiedades antidiabéticas y antipaludicas. Los primeros estudios sobre los efectos
antidiabéticos de esta planta fueron realizados en el Instituto Médico Nacional a principios del siglo XX.
Posteriormente estos trabajos fueron confirmados por investigadores de otros paises como Alemania, Francia e
Italia utilizando diferentes modelos experimentales en animales. En 1960 Paris y Bastien comprobaron que el
extracto no tenia influencia sobre los niveles de glucosa en sangre en conejos normales, sin embargo, si el extracto
era administrado por via oral seguido de una administracion de glucosa, el pico de hiperglicemia producido era méas

bajo en los animales tratados que en los controles.
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Posteriormente, en un estudio realizado por Pérez (1984) se encontré que H. latiflora es una del 21
especies mexicanas mas efectivas como agente antidiabético. A finales de la década de los noventas, Pinto y
colaboradores (1997) en ltalia demostraron, en un experimento a largo plazo en ratas, el efecto hipoglucemiante de

un preparado desarrollado en Alemania y que se comercializa con el nombre de Sucontral®.

En el afio 2000 (Korec et al., 2000) demostrd el efecto antihiperglicémico agudo del compuesto de sintesis
3’4’ 5-trihidroxi-7-metoxi-4-fenilcumarina y de un extracto concentrado de H. latiflora elaborado por la empresa
Harras Pharma Curarina, misma que fabrica el Sucontral®. Tanto el producto como el preparado, administrados por
via oral provocaron una disminucion de los niveles de glucosa en sangre en ratas Wistar con diabetes mellitus
inducida por estreptozotocina. Los autores concluyen que el compuesto de sintesis es uno de los principios activos
responsables de la disminucién de la hiperglicemia, sin embargo no corroboraron la presencia de ese producto en el

extracto de la planta.

Por otra parte, los productos de hidrélisis acida de los extractos preparados con acetato de etilo a partir de
las cortezas de H. latiflora y E. caribaeum presentaron actividad anti-Plasmodium falciparium in vitro. Asi mismo, uno
de los compuestos aislados a partir de un extracto etéreo de E. caribaeum presentd una actividad moderada, no
obstante en ningln caso la actividad fue mejor que la de la cloroquina o la quinina (Noster y Kraus et al., 1990).
Méas recientemente, Camacho y colaboradores (2003) comprobaron la actividad antiprotozoaria del extracto

metandlico de la corteza de H. latiflora contra Leishmania donovani promastigotes y Trypanosoma brucei.

En otros estudios farmacoldgicos también se describe que H. latiflora tiene efectos hipotensivos, anti-
aterogénicos y suprime el apetito en perros y ratas Jiu (1966). En evaluaciones sobre la actividad antimicrobiana, el
extracto metandlico de H.latiflora fue inactivo contra levaduras, bacterias gram-positivas y gram-negativas, sin
embargo, el metabolito 5-O-p-D-galactopiranosil-3',4’-dihidroxi-7-metoxi-4-fenilcumarina (11) present6 una actividad
moderada contra C. albicans (Rojas et al., 1992). En ese mismo trabajo se comprobé que los glicésidos 5-O-/-D-
galactopiranosil-4’-hidroxi-7-metoxi-4-fenilcumarina ~ (27),  5-O-(6"-acetil)- #D-glucopiranosil-7,3',4’ -trihidroxi-4-
fenilcumarina (26), 3-O-f-D-glucopiranosil-23,24-dihidrocucurbitacina F (28) y 6-O-4D-glucopiranosil-2,3',4'-
trihidroxi-4-metoxi-a-fenilestireno (30), carecen de actividad antibidtica contra varios microorganismos (Rojas et al.,
1992).

El estudio fitoquimico de la especie H. latiflora ha permitido el aislamiento y caracterizacién de numerosos
metabolitos secundarios principalmente de los tipos fenilcumarinas y cucurbitacinas. También se ha descrito la
presencia de un fenilestireno y un flavonoide caracterizado como la 7-metil-luteolina (Camacho et al., 1990). Los

constituyentes de H. /atiflora y otras especies que conforman el complejo copalchi se resumen en el Cuadro 3.
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Cuadro 3. Metabolitos secundarios descritos en las Rubidceas que integran el complejo copalchi.

Especie

Exostema caribaeum

Metabolito

OCHj

Exostemina (1)

Referencia

Sanchez-Viesca et al.,
1969

CH,OH

" " Krebs y Griesinger et
HO——" al., 1960
Exostema caribaeum H——OH Sanchez-Viesca et al.,
T 1969
Mata et al., 1987
CHzOH Mata et al., 1988
Manitol (2)

Hintonia latiflora

1,

1,

«lllOH
HO

HO

2
%

23,24-dihidrocucurbitacina F (3)
(o} O

Reguero et al., 1987

Exostema caribaeum
Hintonia latiflora
Coutarea latiflora

Coutarea hexandra

H,CO

OH

7-metoxi-4",5 -dihidroxi-4-fenil-5,2"-oxidocumarina (4)

Reher et al., 1983
Mata et al., 1987
Mata et al., 1988
Reher y Kraus et al.,
1984
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Cuadro 3. Metabolitos secundarios descritos en las Rubiaceas que integran el complejo copalchi

Especie

Exostema caribaeum
Coutarea latiflora
Coutarea hexandra

continuacion).
Estructura

HsCO I 0 9]
OCH, I
CH,

(0]

5,7 4 -trimetoxi-4-fenilcumarina (5)

REEENE]

Mata et al., 1987
Mata et al., 1988
Delle Monache et al.,
1983

Exostema mexicanum
Coutarea hexandra

\

HsCO I 0 0

OCHj

OH

4’-hidroxi-5, 7-dimetoxi-4-fenilcumarina (6)

Delle Monache et al.,
1983
Kohler et al., 2001

Exostema mexicanum
Coutarea latiflora

HsCO 0 0
O /

OCH,

OCHj

3’-hidroxi-4’,5, 7-trimetoxi-4-fenilcumarina (7)

Delle Monache et al.,
1983
Kohler et al., 2001

Coutarea hexandra
Coutarea latiflora

HsCO 0

2’5’ 5-tridroxi-7-metoxi-4-fenilcumarina (8)

Reher et al., 1983
Reher y Kraus et
al.,1984
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Cuadro 3. Metabolitos secundarios descritos en las Rubiaceas que integran el complejo copalchi

continuacion).
Especie \ Estructura Referencia
Coutarea hexandra Delle Monache et al.,
1983
5,7-dimetoxi-3-hidroxi-4-fenilcumarina (9)
(o]
OAc

Hintonia latiflora on

HO

R | =y

HO

“,
2,
7,
%

25-acetil-23,24-dihidrocucurbitacina F (10)

Reguero et al., 1987

Exostema caribaeum
Hintonia latiflora

HaCO o) 0

OH

5-0O-#D-galactopiranosil-3°,4 -dihidroxi-7-metoxi-4-
fenilcumarina (11)

Mata et al., 1987
Mata et al., 1988
Mata et al., 1990

Exostema caribaeum

HaCO 0 0
O =
OH l

OH

OCH,

7,3'-dimetoxi-5,4’-dihidroxi-4-fenilcumarina (12)

Mata et al., 1987
Mata et al., 1988
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Cuadro 3. Metabolitos secundarios descritos en las Rubiaceas que integran el complejo copalchi
continuacion).

Especie | Estructura Referencia

Mata et al., 1987
Exostema caribaeum Mata et al., 1988

Coutarea latiflora

OH

7,5 -dimetoxi-4 "hidroxi-4-fenil-5,2"-oxidocumarina (13)

HO | \ O\/O
N
(6]
Exostema caribaeum \/\| Mata et al., 1987
N Mata et al., 1988

(14)

Exostema caribaeum
Exostema mexicamun
Hintonia latiflora
Coutarea hexandra
Hintonia standleyana

Mata et al., 1987
Mata et al., 1988
Soto et al., 1988
OH Aquino et al., 1988

5-0O-#D-glucopiranosil-7-metoxi- 3",4"-dihidroxi-4-
fenilcumarina (15)

OH OAc

Exostema caribaeum Mata et al., 1987

Mata et al., 1988

5-0-(6"-acetil- -D-galactopiranosil)-7-metoxi-3",4 -
dihidroxi-4-fenilcumarina (16)
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Cuadro 3. Metabolitos secundarios descritos en las Rubiaceas que integran el complejo copalchi
continuacion).

Especie

Exostema caribaeum

Estructura
H,CO

OCHy4

Referencia

Mata et al., 1987
Mata et al., 1988

Exostema caribaeum

5-0-D-galactopiranosil-7,4’-dimetoxi-4-fenilcumarina (17)
H,CO o o)

OCH,

7,4 -dimetoxi-5 -hidroxi-4-fenil-5,2"-oxidocumarina (18)

Mata et al., 1987

Hintonia latiflora
Coutarea hexandra

HO \ /O\/O
N
o
»

o]
(0] /
¥ |

s

OH

5-0-#-D-glucopiranosil-7,3' 4 -trihidroxi-4-fenilcumarina (19)

Mata et al., 1990
Mata et al., 1992
Aquino et al., 1988

Exostema caribeum

H3CO I 0 0
OH
‘ OH

OCH;

5,3"-dihidroxi-7,4 -dimetoxi-4-fenilcumarina (20)

Mata et al., 1988
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Cuadro 3. Metabolitos secundarios descritos en las Rubiaceas que integran el complejo copalchi
continuacion).

Especie Estructura Referencia

o (0} (0]
Coutarea hexandra Hroe, ° .
Hintonia standleyana \ " O Aquino et al., 1988
OH OH

5-O-[ 4-D-apiofuranosil-(1—6)-3-D-glucopiranosil]-7,3",4 -
trihidroxi-4-fenilcumarina (21)

(0]
Coutarea hexandra Aquino et al., 1988
HOY
OH
5-O-[#-D-xilopiranosil-(1—6)-#D-glucopiranosil]-7-metoxi-
3',4’-dihidroxi-4-fenilcumarina (22)
o]
. OH
en Mata et al., 1990
Exostema mexicanum Ho N
HO
Cucurbitacina F (23)
[¢]
’ . OAc
g sl OH
Exostema mexicanum Ho Mata et al, 1990

HO

%,
%,
4

25-acetil-cucurbitacina F (24)

10
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Cuadro 3. Metabolitos secundarios descritos en las Rubiaceas que integran el complejo copalchi

Especie

Exostema mexicanum

continuacion).
Estructura

Referencia

Mata et al., 1990

Exostema mexicanum
Hintonia latiflora

5-0-(6"-acetil- #-D-glucopiranosil)-7,3",4 -trihidroxi-4-
fenilcumarina (26)

Mata et al., 1990
Mata et al., 1990
Mata et al., 1992

Hintonia latiflora

5-0-3D-galactopiranosil-4 -hidroxi-7-metoxi-4-fenilcumarina
(27)

Mata et al., 1990

Hintonia latiflora
Hintonia standleyana

3-0O-#D-glucopiranosil-23,24-dihidrocucurbitacina F (28)

Mata et al., 1990

11
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Cuadro 3. Metabolitos secundarios descritos en las Rubiaceas que integran el complejo copalchi
continuacion).

Especie Estructura Referencia

Hintonia latiflora Soto et al., 1988
OH
5-0O-D-glucopiranosil-2",4",5 -trihidroxi-7-metoxi-4-
fenilcumarina (29)
H3CO
H OH
H/O
HO
HO
H OH
Hintonia latiflora H Mata et al., 1992

6-0O-/#D-glucopiranosil-2,3",4 -trihidroxi-4-metoxi-a.-
fenilestireno (30)
O

H,CO

Exostema mexicanum Kohler et al., 2001

OH

3’ 4'-dihidroxi-5,7-dimetoxi-4-fenilcumarina (31)
(0] (0]

HO
(I

OCH,
Exostema mexicanum O Kohler et al_, 2001
OH

OCHy

3’ 7-dihidroxi-4’,5-dimetoxi-4-fenilcumarina (32)
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Cuadro 3. Metabolitos secundarios descritos en las Rubiaceas que integran el complejo copalchi
continuacion).

Especie Estructura Referencia

Exostema mexicanum OCH3 Kohler et al., 2001

OCH,

4’ 5,7 8-tetrametoxi-4-fenilcumarina (33)

Exostema mexicanum Kohler et al., 2001

Exostema mexicanum Kohler et al., 2001

Exostema mexicanum Kohler et al., 2001

OH

3’ 4’ 8-trihidroxi-5,7-dimetoxi-4-fenilcumarina (36)

13
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Cuadro 3. Metabolitos secundarios descritos en las Rubiaceas que integran el complejo copalchi
(continuacién).
Estructura

Especie

Hintonia standleyana

25-acetil-3-O-4-D-glucopiranosil-23,24-dihidrocucurbitacina F
(37)

Referencia

Guerrero-Analco
et al., 2005

Hintonia standleyana

COOH

Déciga-Campos
et al., 2006

Hintonia standleyana

5-O-[#-D-apiofuranosil-(1—6)- /3 -D-glucopiranosil]-7-metoxi-
3' 4'-dihidroxi-4-fenilcumarina (39)

Guerrero-Analco
et al., 2005

14
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Il. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

Las drogas crudas y preparados de plantas constituyen la base de la medicina herbolaria y en general de
la fitoterapia. De ahi, la calidad, inocuidad y eficacia de los mismos debe gararantizarse para lograr una préactica
terapéutica exitosa. Sin embargo, en la mayoria de los paises los medicamentos herbolarios no se encuentran
registrados; su comercializacién no esta regulada y a menudo la calidad de los productos es precaria. Por tal motivo
la OMS plante6 la necesidad de realizar guias apropiadas para el control sanitario de estos productos. Asi en 1998
esta organizacién publico una guia para el aseguramiento de la calidad de los medicamentos herbolarios. Esta guia
contiene los criterios basicos para la evaluacién de la calidad, seguridad y eficacia de los fitomedicamentos. En
1999 la OMS divulgé un primer volumen de 28 monografias de plantas medicinales ampliamente utilizadas
alrededor del mundo; un segundo volumen con 32 monografias adicionales se publico en el afio 2002. Cada
monografia consta de dos partes: la primera se refiere a la identificacion y control de calidad (aspectos botanicos,
pruebas de identificacidn, pureza, analisis quimico, principales constituyentes). La segunda parte, basada en una
extensa revisién de trabajos cientificos, expone los usos tradicionales, no demostrados experimentalmente, asi
como los datos sobre experimentacion farmacologica y clinica, informacién sobre sus posibles contraindicaciones,
precauciones, efectos secundarios y posologia. Estas monografias constituyen una referencia cientifica valiosa
para las autoridades sanitarias encargadas de la regulacion de productos destinados a procurar la salud,
particularmente en paises en los que la fitoterapia es un elemento necesario dentro del arsenal terapéutico; también
sirven de modelo para que los paises miembros de la OMS desarrollen las monografias de sus plantas autoctonas.
Asi en los paises Europeos la ESCOP (Cooperacion Cientifica Europea de Fitoterapia) ha publicado numerosas

monografias de plantas de gran consumo en Europa.

En los Estados Unidos de América (EUA) la contribucién de los productos herbolarios en el tratamiento y
prevencion de enfermedades ha incrementado sensiblemente en afos recientes (Raskin et al., 2002). Por lo
anterior este pais también ha tratado de promover el uso responsable de los medicamentos herbolarios mediante la
publicacion de la Farmacopea Herbolaria Americana asi como la de generacion de estandares de referencia para

las pruebas de control de calidad.

En México, el comercio contemporaneo de plantas medicinales es significativo, aunque el uso de estas
data de épocas prehispanicas su comercializacion fue también de gran importancia (Legorreta, 1989). Los datos
sobre las caracteristicas vegetales, formas de uso, propiedades terapéuticas, recoleccion y comercio de numerosas

plantas medicinales, se consignan en fuentes tan antiguas, como los cddices precolombinos.
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En respuesta al gran consumo de los medicamentos herbolarios en nuestro pais, el Diario Oficial de la
Federacion publicd reglamentos en los que se especifica las condiciones de registro, autorizacion y venta que
requieren dichos productos para que sean comercializados, asi como una lista de las plantas prohibidas para la
elaboracion de remedios herbolarios. Posteriormente la Secretaria de Salud publica en el 2001 la primera edicion
de la “Farmacopea Herbolaria de los Estados Unidos Mexicanos” tomando en consideracion la propuesta realizada
por la OMS, no obstante la informacién de esta publicacién resultd muy limitada en el nimero de monografias de

plantas autéctonas debido a la carencia de informacion cientifica para integrarlas.

En este contexto el presente trabajo de tesis tiene como objetivo primordial generar la informacion
cientifica relacionada con algunos parametros de calidad, eficacia e inocuidad necesarios para la elaboracion de la
monografia de la especie medicinal H. /atiflora (considerada como una de las 100 plantas mas comercializadas en
México) de acuerdo a los lineamientos de la Organizacién Mundial de la Salud. Esta planta se encuentra en una
relacion de especies de uso etnobotanico en México incluida en la seccion extrafarmacopea de la FHEUM. Al igual
que las otras 159 especies alli enlistadas, es necesario generar sus monografias farmacopeicas. La monografia de
tipo OMS que florezca de este y otros trabajos afines permitira integrar también la monografia farmacopeica de H.

[atiflora.

Los objetivos particulares formulados para el presente trabajo son los siguientes:

= Determinar el potencial mutagénico del extracto integro de H. /atiflora mediante la prueba de Ames con el

propdsito de continuar los estudios relativos a su inocuidad.

= Establecer los compuestos marcadores de la especie que permitan la identificacion o estandarizacién de

los preparados herbolarios a base de H. latiflora.

= Evaluar el efecto antiinflamatorio del extracto integro de la corteza H. /atiflora usando el modelo del edema

plantar inducido con carragenina en ratas para completar los estudios relativos a su eficacia.
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Ill. PARTE EXPERIMENTAL

3.1 RECOLECCION DEL MATERIAL VEGETAL

El material vegetal (corteza) de la especie medicinal Hintonia latiflora fue recolectado en Batopilas,
Chihuahua, en Junio del 2003. La corteza fue identificada por el Dr. Robert Bye del Jardin Botanico del Instituto de
Biologia de la UNAM. Un ejemplar de referencia (voucher: Bye 31735) fue depositado en el Herbario Nacional
(MEXU).

3.2 ENSAYOS BIOLOGICOS
3.21  Evaluacion del efecto mutagénico del extracto
3.21.1 Cepas bacterianas
El potencial mutagénico del extracto de Hintonia latiflora se realizé de acuerdo a la metodologia descrita
por Ames (Maron y Ames et al., 1983). Para este ensayo se emplearon cepas de Salmonella typhimurium -TA98,

TA100 y TA 102- (Cuadro 4), las cuales fueron proporcionadas por la Dra. Miriam Arriaga Alba (Laboratorio

Microbiologia del Hospital Juarez de México).

Cuadro 4. Caracteristicas de las cepas de referencia utilizadas para los diferentes ensayos.

Salmonella typhimurium

Cepas TA 98 TA 100 TA 102
Revertantes de histidina/ 30-50 120-200 240-320
placa
Condiciones de incubacién aerobio, 37 °C aerobio, 37 °C aerobio, 37 °C
Mutageno s/S9 acido picrolonico etilen-N-nitroso mitomicina C
guanidina
Mutageno ¢/S9 2-aminoantraceno ciclofosfamida m|t_om|cma C
2-aminoantraceno
Mutacién en el operén de . . his G428
histidina his D3052 his G46 (0AQ1)
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3.2.1.2 Condiciones de la cepa de estudio

Para cada experimento, las cepas de prueba se resuspendieron y cultivaron en Medio Oxoid R el cual se
mantuvo en agitacion a 37°C, durante 16 horas. El genotipo del cultivo original de las cepas de S. typhimurium fue

confirmado mediante la determinacién de la sensibilidad a antibiéticos y al cristal violeta.

3.2.1.3 Obtencion de la fraccion S9

La preparacién de la fraccidén 89 se realizé conforme al procedimiento descrito por Garner et al. (1972).
Para este estudio cinco ratas macho de la cepa Wistar (180-200g), en ayuno de 12 hrs. y agua ad libitum, se
sacrificaron por dislocacion cervical cinco dias después de la administracién intraperitoneal de una dosis Unica de
500 mg/Kg de Aroclor 1254. El tejido extraido se lavd con una solucion estéril de KCI 0.15 M y se suspendié en 150
mL de esta misma solucion. El homogenado resultante se centrifugé a 8700 rpm durante 10 minutos, el
sobrenadante resultante (fraccién S9) se congeld a -80 °C en alicuotas de 1 mL. La concentracién de proteinas de
la fraccidn 89 se cuantificd mediante el método de Lowry (Lowry et al., 1951). Para la realizacion de las pruebas, la
mezcla al 4% de la fraccion 89 se prepard en el momento utilizando 1 mL del homogenizado, 1 mL de buffer de
cloruros, 23 mL de buffer de fosfatos, 60 mg de glucosa-6-fosfato y 26 mg de S/NADP. La mezcla se esterilizo por

filtracion utilizando membranas Acrodisc R de 0.45 um.

3.2.1.4 Ensayo

a) Preparacion de la muestra

Se disolvieron 50 mg del extracto de H. /atiflora en 1 mL de DMSO vy se realizaron diluciones consecutivas

hasta obtener las concentraciones requeridas (1000, 500 y 250 ug) contenidas en un volumen final de 20 uL c/u.

b) Preparacion del inéculo

Las muestras a evaluar junto con 100 ulL de la cepa de estudio y 500 uL de agua destilada o de la fraccion S9
se afadieron a tubos que contienen 2 mL de agar al 0.6% con 0.5 mM de L-histidina-D-biotina y 0.6% de NaCl,

manteniéndolos a 45°C.
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c) Procedimiento

Los tubos de indculo se agitaron en un vortex y su contenido se adiciond a cajas petri (10 cm de diametro
interno) que contenian de 15-20 mL de medio (Vogel-Bonner). Una vez que el medio de cultivo solidifico a
temperatura ambiente, las cajas se incubaron en posicion invertida a 37°C por 2 dias antes de realizar el conteo de
colonias revertantes de histidina. Las caracteristicas de reversion para cada prueba fueron determinadas de
manera rutinaria en cada experimento. El conteo de colonias se realiz con un contador automatico modelo Fisher;
todos los experimentos se realizaron por triplicado. Como controles positivos se utilizaron los mutagenos de

referencia indicados en el Cuadro 4; los controles negativos contenian DMSO y el medio de cultivo.

3.2.2 Determinacion de la actividad antiinflamatoria del extracto de H. latiflora

La actividad antiinflamatoria del extracto de H. /atiflora se realiz6 mediante el modelo del edema plantar
inducido por carragenina en ratas descrito por Winter (Winter et al., 1962). Para el ensayo se utilizaron ratas macho
de la cepa Wistar, con un peso entre 180-220 g procedentes del centro UNAM-Harlan (Harlan México). El protocolo
experimental se efectu6 bajo las condiciones establecidas en la norma NOM-062-ZO0-1999 “Especificaciones
técnicas para la produccion, cuidado y uso de los animales de laboratorio” y las reglas internacionales sobre
cuidado y uso de animales de laboratorio. Las mediciones se realizaron en un pletismoémetro marca UGO BASILE
modelo 7140 Serie No. 4990 el cual fue operado y calibrado de acuerdo al procedimiento reportado en el manual

de dicho equipo.

Los animales se dejaron en ayuno de 18 horas previas al experimento, dejando libre acceso al agua. El dia
del experimento las ratas fueron divididas en tres grupos de seis. La administracion de las diferentes dosis del
extracto (1000, 300, 100 mg/Kg) se realizé por via oral. Como farmaco de referencia se utilizé indometacina (10
mg/Kg), la cual se administro por la misma via 30 minutos después del extracto. Al cabo de este tiempo, las ratas
recibieron una administracion via intraplantar (en la pata derecha) de 0.1 mL una solucién salina isoténica al 1% de
carragenina; en cada grupo se midié el volumen desplazado cada hora hasta completar las 6 horas de estudio. En
la pata izquierda de cada animal se administré el vehiculo como un control blanco. Finalmente las diferencias
estadisticamente significativas entre grupos se determinaron mediante un andlisis de varianza (ANADEVA), y

complementadas con la prueba de Dunnet.
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3.3 ESTUDIO FITOQUIMICO DE Hintonia latiflora

3.3.1 Analisis cromatograficos

La cromatografia analitica en capa delgada se realizé en placas de aluminio de diferentes dimensiones

recubiertas con gel de silice (60 Fas4 Merck, malla 3.5-7.0 ASTM) de 0.25 mm de espesor. Los compuestos se

visualizaron con luz UV a longitudes de onda corta (254 nm) y larga (365 nm) y mediante la aplicacién de un agente

cromogeno apropiado (Cuadro 5). Para favorecer la reaccién de los constituyentes con el agente revelador fue

necesario calentar las placas en una parrilla hasta la visualizacién de los compuestos. En la modalidad preparativa

los analisis se efectuaron sobre placas de vidrio recubiertas con gel de silice (60 F254 Merck, malla 3.5-7.0 ASTM)

de 1.0 mm de espesor; en este caso la identificacion de las bandas se realizé sélo con luz UV. La cromatografia en

columna abierta se realizo sobre gel de silice Kiesegel 60 Merck (tamafio de particula 0.063-0.200 mm, 70-230
mesh ASTM) o Sephadex LH-20 (Pharmacia LKB).

Cuadro 5. Agentes reveladores utilizados en los andlisis cromatogréficos en capa delgada.

Agente revelador

Sulfato cérico

Composicion
12.0 g de sulfato cérico

22.0 mL de &cido sulfurico conc.
350.0 g de hielo picado

Referencia

Stahl et al., 1969
Lowery et al., 1993

Aldehido anisico

9.0 mL de etanol
0.5 mL de aldehido anisico
0.5 mL de &cido sulfurico conc.
1.0 mL de acido acético

Wagner et al., 1984

Reactivo de Dragendorff

8.0 g de Bi(NO3)3¢5H20
20 mL de HNOs (8 =1.18, 30%)
27.2gdeKl
50 mL de agua

Dominguez et al., 1979

3.3.2 Equipos utilizados en los estudios de espectroscopia, espectrometria y para la determinacion de

constantes fisicas

Los estudios de espectroscopia y espectrometria se realizaron en la Unidad de Servicios de Apoyo a la
Investigacion (USAI), edificio B de la Facultad de Quimica de la U. N. A. M.
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Los espectros en el IR se obtuvieron en un espectrofotémetro FTIR de rejilla Modelo 1605 marca Perkin-
Elmer, en pastilla de bromuro de potasio. Los espectros en el UV se determinaron en un espectrofotometro UV-Vis
Lamba 2 utilizando metanol como disolvente. Los espectros de resonancia magnética nuclear proténica (RMN-1H) y
de carbono 13 (RMN-3C) se generaron en un equipo de 300 MHz Varian Unity-Inova, a 300 y 75.5 MHz
respectivamente en CDCls o CD3OD; los desplazamientos quimicos se reportan en partes por millén (ppm), con
referencia al tetrametilsilano (TMS). Los espectros de masas por impacto electronico (70 eV) se obtuvieron en un
equipo Jeol JMS-SX102A Hewlett-Packard 5890 serie Il acoplado a un cromatdgrafo de gases; se utilizo la técnica
de introduccion directa. En la modalidad de bombardeo de atomos rapidos (EM-FAB), los espectros se registraron
en el mismo equipo usando alcohol nitrobencilico como matriz. Los cromatogramas de algunas fracciones
derivadas del extracto integro de H. latiflora se obtuvieron en un cromatografo de gases marca Agilent 6890N con
automuestreador Agilent 7683B, acoplado a un espectrometro de masas (CG-EM-TOF) LECO Pegasus 4D; se
utilizé una columna capilar de 10 m de largo, didmetro interno 180 um y espesor de pelicula de 0.18 um marca HP-
5MS, como gas acarreador se empled helio de alta pureza. Los puntos de fusién se determinaron en un aparato
Fisher-Johns y se reportan sin corregir. La rotacion dptica se registrd en un polarimetro Perkin Elmer 241 utilizando

como disolvente metanol.

3.3.3 Preparacion del extracto organico de H. latiflora

El material vegetal se deseco a temperatura ambiente; la fragmentacién se llevé a cabo en un molino
Willey Modelo 4. El material seco y molido se extrajo mediante un proceso de maceracién con una mezcla CHzClz-
MeOH 1:1, se utilizaron 9 litros de mezcla. El extracto resultante se filtré y concentré al vacio obteniéndose 269.2 g
de un residuo café oscuro (extracto seco). El extracto organico obtenido se utiliz para evaluar las actividades

bioldgicas y para realizar el estudio fitoquimico de la especie.

3.3.4 Fraccionamiento primario del extracto organico de H. latiflora

Ciento quince gramos del extracto integro se fraccionaron en una columna abierta empacada con 800 g de
gel de silice. Como fase mévil se utilizaron hexano, mezcla de hexano-diclorometano (diversas proporciones),
diclorometano, mezcla de diclorometano-metanol (diversas proporciones, Cuadro 6). Se recolectaron 178
fracciones de 500 mL cada una, las cuales se agruparon por sus caracteristicas cromatogréaficas, en 14 fracciones

primarias, F1-F14 (Cuadro 7). Este proceso se resume en el Esquema 1.
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Extracto organico
CH,Cl,-MeOH (1:1)

Corteza de Hintonia latiflora
(1.2 Kg)

1.-Desecacion a T. ambiente
2.-Fragmentacion

3.-Extraccion con CH,CI,-MeOH (1:1) via
maceracion, 3 veces durante 2 semanas
4 -Filtrar y concentrar al vacio

Cromatografia en columna
abierta hexano-AcOEt-MeOH

F1-F14

l

Residuo vegetal

Esquema 1. Proceso de extraccion y fraccionamiento primario de Hintonia latiflora.

Cuadro 6. Fraccionamiento primario por cromatografia en columna abierta del extracto obtenido de H. /atiflora.

Sistema de elucion  Proporcion  Fracciones obtenidas  Fracciones reunidas  Clave
Hexano/CH2Cl» 40:60 1-26 1-5 F1
Hexano/CH2Cl> 30:70 27-59 6-13 F2
Hexano/CH2Cl> 20:80 60-68 14-20 F3
Hexano/CH2Clz 10:90 69-81 21-27 F4

CHaClz 100 82-106 28-53 F5
CH.Cl2/metanol 90:10 107-133 54-63 F6
CH2Cl2/metanol 80:20 134-153 64-83 F7
CH:Clz/metanol 70:30 154-160 84-110 F8
CH2Clz/metanal 60:40 161-165 111-125 F9
CH2Clz/metanal 50:50 166-170 126-142 F10

Metanol 100 171-178 143-157 F11

158-163 F12
164-178 F13
134-142 F14
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Cuadro 7. Peso de las fracciones obtenidas del fraccionamiento primario.

Fracciones Clave Peso (9) Fracciones Clave Peso (9)
reunidas reunidas

1-5 F1 0.9173 84-110 F8 0.3317
6-13 F2 0.2510 111-125 F9 4.4889
14-20 F3 0.0694 126-142 F10 3.8910

21-27 F4 0.1702 143-157 F11 17.1170
28-53 F5 0.3426 158-163 F12 4.2116

54-63 F6 0.0908 164-178 F13 10.0908
64-83 F7 0.2376 134-142 F14 2.1521

3.3.5 Aislamiento de la 23,24-dihidrocucurbitacina F (3) a partir de la fracciéon F9-1V-6

La fraccién F9 (4.489 g) se sometié a un fraccionamiento secundario en columna abierta, utilizando como
fase estacionaria 300 g de gel de silice y hexano-acetato de etilo-metanol en orden creciente de polaridad como
eluyentes. Se obtuvieron 207 fracciones de 60 mL cada una que se agruparon por sus caracteristicas

cromatogréficas similares en siete fracciones secundarias F9-1 - F9-VIl (Cuadro 8).

Cuadro 8. Fraccionamiento secundario por cromatografia en columna abierta de la fraccion F9.

Sistema de elucion  Proporciéon  Fracciones obtenidas Fracciones reunidas Clave

Hexano/AcOEt 10:90 1-114 0-4 FO-|

Hexano/AcOEt 5:.95 115-136 5-6 FO-II

AcOEt 100 137-163 7-23 FO-Ill
AcOEt /metanol 90:10 164-184 24-95 F9-IV
AcOEt /metanol 70:30 185-196 96-161 F9-V
AcOEt /metanol 50:50 197-206 162-206 FO-VI
Metanol 100 207 207 FO-VII

La fraccion F9-IV (1.427 g) se someti6 a un fraccionamiento terciario utilizando como fase estacionaria gel
de silice (70 g) y diclorometano—metanol (diferentes proporciones) como fase mévil. Este fraccionamiento generd
128 fracciones de 20 mL cada una, las cuales se agruparon en 12 fracciones F9-IV-1 — F9-IV-12 terciarias
(Cuadro 9). De la fraccion F9-IV-6 (0.237 q), cristalizd de manera espontanea un sdlido blanco con p.f. de 149-
152°C., el cual fue identificado como la 23,24-dihidrocucurbitacina F (3) (0.327 g) por comparacion de sus

constantes fisicas y espectroscopicas con las de una muestra auténtica (Reguero et al., 1987).
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23,24-dihidrocucurbitacina F (3): IR (KBr) vimax = 3440, 2970, 2960, 1694, 1466, 1430, 1374, 1265, 1214,
1180, 1091, 1056, 1028, 990, 922, 858, 822, 796, 624, 465 cmr'; MS (ID): m/z= 502 (M-H.0), m/z= 484 (M-2H:0),
m/z = 405 (M-CeH1102), m/z= 387 (M-CsH1102-H20); RMN 1H (CD:0D, 300 MHz): 8 = 4.45 (1H, m, H-16), 4.29
(1H, m, H-2), 3.18 (1H, d, J = 14.4 Hz, H-12), 2.98 (1H, dd, J = 9.0, 4.0 Hz, H-3), 2.90 (2H, m, H-23), 2.65 (1H, d, J
=14.7 Hz, H-12), 2.62 (1H, da, J = 11.4 Hz, H-10), 2.60 (1H, d, J = 6.6 Hz, H-17), 2.35 (1H, m, H-17), 1.95 (1H, d, J
= 6.6 Hz, H-8), 1.92 (1H, m, H-17), 1.82 (2H, ddd, J = 2.1,2.7,6.9 Hz, H-1), 1.81 (2H, m, H-24), 1.80 (1H, m, H-15),
142 (3H, s, H-29), 1.35 (1H,d, J =10.5 Hz, H-15), 1.28 (3H, 5, H-19), 1.24 (3H, 5, H-26), 1.21 (3H, 5, H-27), 1.19
(3H, s, H-21), 1.10 (BH, s, H-18, H-30) y 0.95 (3H. s, H-28); RMN *C (75.5 MHz): 8¢ = 216.09 (C-22), 215.15 (C-
11), 141.41 (C-5), 119.47 (C-6), 81.09 (C-20), 79.86 (C-3), 70.97 (C-2), 70.76 (C-16), 70.21 (C-25), 58.10 (C-17),
51.07 (C-12), 50.19 (C-14), 48.29 (C-9), 47.65 (C-13), 45.82 (C-15), 43.27 (C-8), 42.24 (C-4), 37.26 (C-24), 34.27
(C-10), 33.62 (C-1), 31.78 (C-23), 29.46 (C-26), 28.86 (C-27), 24.94 (C21), 24.80 (C-29), 24.13 (C-7), 21.89 (C-28),
20.42 (C-30), 20.09 (C-18), 19.38 (C-19).

Cuadro 9. Fraccionamiento terciario por cromatografia en columna abierta de la fraccion F9-IV.

Sistema de elucion Proporcion Fracciones obtenidas Fracciones reunidas Clave
CH:Cl> 100 1-20 1-25 F9-1V-1
CH2Clz/metanal 95:5 21-94 26-27 FO-IV-2
CH:Clz/metanol 90:10 95-100 28-34 F9-1V-3
CH2Cl2/metanol 80:20 101-112 35-45 F9-IV-4
CH2Cl2/metanol 70:30 113-127 46-59 F9-IV-5
CH2Clz/metanol 50:50 128 60-79 F9-IV-6

80-92 F9-IV-7
93-100 F9-1V-8
101-104 F9-1V-9
105-108 F9-IV-10
109-115 F9-IV-11
116-128 F9-IV-12

3.3.6 Aislamiento de la 25-acetil-23,24-dihidrocucurbitacina F(10) a partir de la fraccion F9-lI-7

La fraccidn secundaria F9-lll (1.76 g), fue recromatografiada en una columna de gel de silice (100 g). El
proceso de elucion se realizé con hexano-diclorometano-metanol en las proporciones presentadas en el Cuadro 10.
Este procedimiento generd 214 fracciones de 25 mL cada una, las cuales fueron agrupadas en 11 fracciones

terciarias (F9-Ill-1 — F9-1l-11). El proceso de separacion de la fraccion F9 se resume en el Esquema 2.
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Cuadro 10. Fraccionamiento terciario por cromatografia en columna abierta de la fraccion F9-IIl.

Sistema de elucion Proporcion Fracciones obtenidas Fracciones reunidas
Hexano/ CH.Cl, 20:80 1-18 1-70 FO-11-1
Hexano/ CH.Cl, 15:85 19-34 71-106 FO-l1l-2
Hexano/ CH.Cl, 10:90 35-50 107-111 FO-1l-3
Hexano/ CH.Cl> 5:95 51-67 112-119 F9-Ill-4
CH:Cl2 100 68-83 120-132 F9-Ill-5
CH:Cla/metanol 99:1 84-99 133-160 F9-1l1-6
CH:Clz/metanol 97:3 100-162 161-191 FO-Il-7
CH:Clz/metanol 90:10 163-183 192-195 FO-111-8
CH:Clz/metanol 80:20 184-194 196-199 Fo-111-9
CH:Clz/metanol 70:30 195-204 200-208 F9-11-10
CH:Cl2/metanol 60:40 205-213 209-214 F9-I11-11
Metanol 100 205-214

En la fraccion terciaria F9-lll-7 se detecto la presencia de la 25-acetil-23,24-dihidrocucurbitacina F (10)

(Reguero et al., 1987) utilizando la cromatografia en capa delgada y la referencia apropiada.

Fraccion F9
(4.4889g)

-CCA Si0, (300g)
Proceso de elucion: hexano/AcOEt/MeOH

- | -

FIFIl Fll FIV FV-ViI
(1.769) (1:439)

-CCA Si0, (100g)
(hexano-CH,Cl,-MeOH)

-CCA Si0, (70g)
(CH,Cl,"MeOH)

F1-6 F7 F8-11 F1-3 F4-5 F6 F7-13

. |

25-acetil-23,24- — —
dihidrocucurbitacina F (10) 23,24-dihidrocucurbitacina F (3)

Esquema 2. Estudio de la fraccién primaria F9.
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3.3.7 Aislamiento de 25-acetil-3-O-1-D-glucopiranosil-23,24-dihidrocucurbitacina F (37) a partir de la fraccion
F10-v

La fraccion primaria F10 (3.891 g) se sometié a un fraccionamiento secundario (Esquema 3) empleando
gel de silice (303 g) como fase estacionaria y CH2Cl-metanol (diversas proporciones) como fase mévil. Este
procedimiento generd 212 fracciones de 100 mL cada una las cuales se agruparon en ocho fracciones terciarias
F10-I-F10-VIll (Cuadro 11). En la fraccion F10-V se detectd la 25-acetil-3-O-f-D-glucopiranosil-23,24-
dihidrocucurbitacina F (37) por comparacion de sus constantes fisicas y espectroscdpicas con aquellas de una

muestra auténtica (Guerrero-Analco et al., 2005).

25-acetil-3-0-B-D-glucopiranosil-23,24-dihidrocucurbitacina F (37): Sélido blanco con punto de fusion
de 147-149 °C; IR (KBr) vmsx = 3428, 2969, 2928, 1695, 1616, 1515, 1456, 1432, 1372, 1267, 1213, 1078, 1025,
923, 890, 821, 617, 422 cm-'. EM (ID): m/z = 706 (M-H20), m/z = 646 (M-C2H402-H20), m/z = 545 (M-CsH120s), m/z
= 527 (M-CeH1206-H20). RMN "H (CD30D, 300 MHz): 3+ = 5.80 (1H, brd, J = 5.5 Hz, H-6), 4.47 (1H, d, J = 7.5 Hz,
C-1), 4.42 (1H, m, H-16), 4.06 (1H, m, H-6"), 3.87 (1H, m, H-2), 3.70 (1H, dd, J =11.7, 5.1 Hz, H-6"), 3.32 (1H, m, H-
3), 3.31 (1H, m, H-2)), 3.32 (1H, m, H-4'), 3.22 (1H, m, H-5’), 3.22 (2H, m, H-12), 2.98 (1H, dd, J = 9.0, 4.0 Hz, H-3),
2.81 (2H, m, H-23), 2.54 (2H, d, J = 7.2 Hz, H-17), 2.50 (1H, m, H-10), 2.23 (1H, m, H-1), 1.99 (1H, d, J = 5.5 Hz, H-
8), 1.77 (1H, m, H-1), 1.80 (2H, m, H-24), 1.94 (2H, m, H-15), 1.43 (3H, s, H-29), 1.28 (3H, s, H-19), 1.24 (3H, s, H-
26), 1.22 (3H, s, H-27), 1.18 (3H, s, H-21), 1.05 (3H, s, H-30), 0.98 (3H. s, H-28) y 0.87 (3H. s, H-18); RMN 13C
(75.5 MHz): 6¢ = 216.70 (C-22), 216.20 (C-11), 142.5 (C-5), 120.6 (C-6), 106.8 (C-1"), 93.8 (C-3), 80.9 (C-20), 83.1
(C-25), 78.5 (C-3), 78.0 (C-5), 76.2 (C-2)), 72.1 (C-4), 71.4 (C-2), 71.4 (C-16), 62.7 (C-6"), 59.5 (C-17), 49.8 (C-
12), 51.8 (C-14), 49.0 (C-9), 49.0 (C-13), 46.6 (C-15), 44.3 (C-8), 43.2 (C-4), 35.8 (C-24), 34.8 (C-10), 34.1 (C-1),
32.8 (C-23), 25.6 (C-21), 26.3 (C-26), 26.2 (C-27), 25,5 (C-7), 24.8 (C-29), 22.3 (C-28), 20.5 (C-30), 20.5 (C-18) y
19.7 (C-19).
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Fraccion F10
(3.891q)

-CCA SiO, (303g)
Proceso de elucién: CH,Cl,-MeOH

. | -

FI-Fll F -V FV FVI-ViIl

-CC Si0,
(CH,Cl,-MeOH)

25-acetil-3-0-4-D-glucopiranosil-
23,24- dihidrocucrbitacina F (37)

Esquema 3. Estudio de la fraccion primaria F10.

Cuadro 11. Fraccionamiento secundario por cromatografia en columna abierta de la fraccion F10.

Sistema de elucién Proporcion Fracciones obtenidas Fracciones reunidas

CH:Cl2 100 1-10 1-25 F10-I
CH:Clz/metanol 99:1 11-17 26-29 F10-II
CH:Clz/metanol 95:5 18-37 30-41 F10-Ill
CH:Clz/metanol 93:7 38-55 42-56 F10-IV
CH:Clz/metanol 90:10 96- 140 57-69 F10-V
CH:Cl2/metanol 85:15 141-154 70-102 F10-VI
CH:Cl2/metanol 80:20 155-178 103-173 F10-VII
CH:Cl2/metanol 70:30 179-199 174-225 F10-VIII
CH:Clz/metanol 60:40 200-212
CH2Cl2/metanol 50:50 213-224

Metanol 100 225

3.3.8 Aislamiento de 3-0-5-D-glucopiranosil-23,24-dihidrocucurbitacina F (28) a partir de la fraccion F14-11-2

La fraccién primaria F14 (2.1529), se separ6 en una columna empacada con Sephadex, de 50 cm de
altura 'y 2.5 cm de diametro. El proceso de elucion se realizé de forma isocratica con metanol. Este proceso generd
5 fracciones secundarias: F14-l — F14-V (Esquema 4). La fraccién secundaria F14-ll se recromatografi6 en una
columna empacada con Sephadex, utilizando las mismas condiciones separacion que la fraccién primaria F14,
generandose 4 fracciones (F14-11-F14IV). De la fraccidén F14-1-2 se obtuvieron 2.15g de la 3-O-B-D-glucopiranosil-
23,24-dihidrocucurbitacina F(28), caracterizada por comparacion de sus constantes fisicas y espectroscépicas con

una muestra auténtica (Mata et al., 1990).
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Fraccion 14
(2.1521g)
-Sephadex
MeOH
I I ln-v
-Sephadex
MeOH
1 2 3-4

l

3-0-p-D-glucopiranosil-23,24-
dihidrocucurbitacina F (28 )

Esquema 4. Fraccionamiento secundario de la fraccién primaria F14.

3-0-B-D-glucopiranosil-23,24-dihidrocucurbitacina (28): Solido con punto de fusiéon de 199-204 °C;
IR(KBr) vmax = 3545, 3427, 2960, 2910, 1696, 1614, 1551, 1525, 1431, 1360, 1340, 1264, 1233, 1096, 1080, 1047,
920, 852, 778, 640, 585, 535 y 514 cm-'; RMN 'H (CD30D, 300 MHz): &+ = 5.77 (1H, da, J = 5.5 Hz, H-6), 4.47 (1H,
d, J=7.5Hz, H-1), 4.40 (1H, m, H-16), 4.06 (1H, m, H-6"), 3.83 (1H, m, H-2), 3.69 (1H, dd, J = 11.7, 5.1 Hz, H-6"),
3.34 (1H, m, H-3), 3.30 (1H, m, H-2), 3.32 (1H, m, H-4’), 3.22 (1H, m, H-5'), 3.22 (2H, m, H-12), 2.98 (1H, d, J= 9.5
Hz, H-3), 2.83 (2H, m, H-23), 2.55 (2H, d, J = 7.5 Hz, H-17), 2.50 (1H, brd, J = 13.0 Hz, H-10), 2.39 (1H, m, H-1),
1.98 (1H, d, J = 5.5 Hz, H-8), 1.70 (1H, m, H-1), 1.80 (2H, m, H-24), 1.93 (2H, m, H-15), 1.28 (3H, s, H-29), 1.37
(1H, m, H-7), 1.37 (3H, s, H-19), 1.44 (3H, s, H-26), 1.28 (3H, s, H-21), 1.22 (3H, s, H-27), 1.21 (1H, m, H-7), 1.10
(3H, s, H-30), 0.98 (3H. s, H-28) y 0.89 (3H. s, H-18); RMN 3C (75.5 MHz): &¢c = 217.21 (C-22), 216.04 (C-11),
142.51 (C-5), 120.48 (C-6), 106.78 (C-1'), 93.80 (C-3), 80.83 (C-20), 71.50 (C-25), 78.50 (C-3'), 78.04 (C-5'), 76.24
(C-2), 72.10 (C-4), 71.49 (C-2), 70..83 (C-16), 62.75 (C-6'), 59.32 (C-17), 51.82 (C-12), 51.80 (C-14), 49.76 (C-9),
49.18 (C-13), 46.66 (C-15), 43.26 (C-8), 43.26 (C-4), 38.15 (C-24), 34.80 (C-10), 34.11 (C-1), 33.12 (C-23), 25.51
(C-21), 29.15 (C-26), 29.39 (C-27), 24.79 (C-7), 23.42 (C-29), 20.90 (C-28), 20.50 (C-30), 20.44 (C-18) y 19.73 (C-
19).

28



Parte experimental

3.39 Aislamiento de la 5-O-[f-D-xilopiranosil-(1—6)-4-D-glucopiranosil]-7-metoxi-3',4'-dihidroxi-4-
fenilcumarina (22) y de la 5-O-[f-D-apiofuranosil-(1—6)-4-D-glucopiranosil]-7-metoxi-3',4'-dihidroxi-4-

fenilcumarina (39)

La fraccion F11 (17.117g) se sometié a un fraccionamiento secundario por cromatografia en columna
abierta utilizando gel de silice como fase estacionaria (800g) y acetato de etilo, mezclas de acetato de etilo-metanol
(diferentes proporciones) y metanol como eluyentes. Se obtuvieron 12 fracciones secundarias F11-1-F-11-XII
(Cuadro 12). La fraccion secundaria F11-1X se sometid a una cromatografia en columna sobre Sephadex la cual

se eluyo de forma isocratica con MeOH. Este proceso generd cinco fracciones (F11-1X-1 — F11-1X-5).

Cuadro 12. Fraccionamiento secundario mediante cromatografia en columna abierta de la fraccién F11.

Sistema de

e Proporcion Eluatos Fracciones reunidas
elucion
AcOEt 100 1-68 1-2 F11-I
AcOEt/MeOH 99:1 31-69 3-10 F11-Il
AcOEt/MeOH 95:5 70-177 11-32 F11-ll
AcOEt/MeOH 90:10 178-213 33-73 F11-IV
AcOEt/MeOH 80:20 214-240 74-80 F11-V
AcOEt/MeOH 70:30 241-267 81-99 F11-VI
AcOEt/MeOH 60:40 268-294 95-118 F11-Vll
AcOEt/MeOH 50:50 295-312 119-183 F11-VIlI
Metanol 100 313-327 184-241 F11-IX
243-255 F11-X
256-290 F11-XI
291-327 F11-XII

La fraccion terciaria F11-IX-2 se separd del mismo modo que la fraccion secundaria F11-IX, este
procedimiento gener¢ siete fracciones. De la fraccion F11-IX-2-1l se obtuvieron 268 mg del producto 5-O-[f-D-
apiofuranosil-(1—6)--D-glucopiranosil]-7-metoxi-3',4"-dihidroxi-4-fenilcumarina (39); la cumarina se caracteriz6 por
comparacion de sus constantes fisicas y espectroscopicas con las de un estandar obtenido de Hintonia standleyana

(Guerrero-Analco et al., 2005).

La fraccion terciaria F11-1X-3 se recromatografié en una columna empacada sobre gel de silice empleando
una mezcla de acetato de etilo y metanol como fase movil. Este procedimiento genero siete fracciones cuaternarias
F11-1X-3-1 - F11-IX-3-VIl (Cuadro 13). De la fraccién F11-IX-3-IV cristaliz6 de manera espontanea un sélido

amarillo con p.f. >250°C el cual se identifico como la 5-O-[5-D-xilopiranosil-(1—#6)-5-D-glucopiranosil]-7-metoxi-
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3',4'-dihidroxi-4-fenilcumarina (22) por comparacién de sus constantes fisicas y espectroscopicas con los descritos
por Aquino et al. (1988).

5-0-[ #-D-apiofuranosil-(1—#6)-4-D-glucopiranosil]-7-metoxi-3',4'-dihidroxi-4-fenilcumarina (39):
Sélido amarillo claro con punto de fusion >250 °C; IR (KBr) vma= 3412, 2922, 1701, 1613, 1516, 1434, 1354, 1290,
1232, 1200, 1164, 1073, 992, 824, 725, 714, 605, 521 cm-'; EM (FAB*): m/z = 595 (M+1), m/z = 463 (M+1-CsHsOx),
m/z = 301 (M+1- CsHgOs-CeHeOs). RMN 'H (CD30D, 300 MHz): 6¢ = 6.83 (1H, d, J = 2.1 Hz, H-2'), 6.82 (1H, d, J =
7.8 Hz, H-5),6.73 (1H, d, J = 2.1 Hz, H-6), 6.73 (1H, J= 2.1, 7.8, H-6"), 6.70 (1H, d, J = 2.1, H-8), 5.92 (1H, s, H-3),
492 (1H, d, J = 2.4Hz, H-1"), 4.78 (1H, d, J = 7.5 Hz, H-1"), 3.95 (1H, da, J = 9.9 Hz. H-6"). 3.88 (1H, d, J = 2.4 Hz,
H-2""), 3.87 (3H, s, H-7), 3.74 (1H, da, J = 9.9 Hz. H-6"), 3.54 (3H, m, H-5”, H-4™", H-5""), 3.30 (1H, m, H-3"’), 3.30
(1H, dd, J= 7.8, 7.8 Hz, H-3"), 3.19 (1H, dd, J = 7.8, 7.8 Hz, H-4"), 2.73 (1H, dd, J = 7.7, 7.7 Hz, H-2"); RMN BC
(75.5 MHz): &c = 164.87 (C-7), 163.02 (C-2), 158.30 (C-4), 157.99 (C-5), 157.00 (C-8a), 146.96 (C-4’), 145.45 (C-
3), 132.73 (C-1"), 120.45 (C-6'), 116.82 (C-2'), 115.68 (C-5'), 113.19 (C-3), 110.97 (C-1""), 105.53 (C-4a), 101.40
(C-17), 100.44 (C-8), 96.28 (C-6), 80.45 (C-3™), 78.03 (C-3”), 77.57 (C-5). 77.07 (C-2), 75.00 (C-4""), 75.54 (C-
27),71.21 (C-4"), 68.75 (C-6"), 65.70 (C-5"") y 56.56 (-OMe).

Cuadro 13. Fraccionamiento cuaternario mediante cromatografia en columna abierta de la fraccién (F11-1X-3).

Sistema de . Fracciones
L Proporcion .
elucion reunidas
AcOEt/MeOH 95:5 1-28 1-74 F11-1X-3-I
AcOEt/MeOH 97:3 29-232 75-84 F11-1X-3-Il
AcOEt/MeOH 90:10 233-261 87-113 F11-IX-3-llI
AcOEt/MeOH 80:20 262-297 114-287 F11-IX-3-IV
AcOEt/MeOH 70:30 298-321 288-309 F11-1X-3-V
AcOEt/MeOH 60:40 322-353 310-319 F11-1X-3-VI
AcOEt/MeOH 50:50 354-369 320-369 F11-1X-3-VII
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[-VI

Fraccién 11
(17.1179)
-CCA, SiO,
AcOEt-MeOH
Vil VIl IX X-XII
3-0-B-glucopiranosil-23,24- -Sephadex
dihidrocucurbitacina F (28) MeOH
1 2 3 4 -5
-Sephadex - CCA, Si0,
MeOH AcOEt-MeOH
| I n-vire 1 -1 1% V-V

|

5-0-p-apiopiranosil-(1 6)-4-D-
glucopiranosil-7-metoxi-3,4-
dihidroxi-4-fenilcumarina (39)

l

5-0-fxilopiranosil-(1  6)-/D-
glucopiranosil-7-metoxi-3,4-

dihidroxi-4-fenilcumarina (22)

Esquema 5. Fraccionamiento secundario de la fraccién primaria F11.

De la fraccion F11-VII, cristalizaron espontaneamente cantidades adicionales de 3-O-f-D-glucopiranosil-

23,24-dihidrocucurbitacina F (28). En el esquema 5 se resume el proceso de separacion de la fraccion F11.

3.3.10 Reacciones efectuadas para la identificacion del 5-O-[ 8-D-xilopiranosil-(1—6)-4-D-glucopiranosil]-7-

metoxi-3',4'-dihidroxi-4-fenilcumarina (22)

3.3.10.1 Deteccion cromatografica de azticares en el producto de hidrélisis del compuesto (22)

Una muestra de 100 mg del compuesto (22) se disolvié en 10 mL de HCI 3 N, la solucién resultante se

calentd a reflujo durante 3 horas. Al termind de la reaccién la mezcla se extrajo con AcOEt (3 x 20 mL);

posteriormente la fase organica se lavo con agua destilada (3 x 20 mL) y se sec6 sobre sulfato de sodio anhidro, al

eliminar el disolvente se obtuvo un residuo amarillo. La fase acuosa se analizé por cromatografia en capa delgada

usando gel de silice y una mezcla de n-propanol-acetato de etilo-agua (83:11:6). Como agente revelador se us6

una solucion reactivo de anisaldehido en Hz2SO..
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3.3.10.2 Obtencion del derivado acetilado del compuesto (22)

Para obtener el derivado acetilado del compuesto 22, se utilizaron 2 mL de anhidrido acético y 2 mL de
piridina por cada 100 mg de compuesto. La mezcla de reaccién se dejé a temperatura ambiente y con agitacién
constante durante 4 dias. El curso de la reaccion se monitoreo por cromatografia en capa delgada. Al cabo de la
reaccion se agregd agua. A continuacién la mezcla se extrajo con CH2Cl2 (3 x 30 mL). La fase organica se extrajo
consecutivamente con HCI 1N (3 x 30mL), con una solucion saturada de NaHCOs (3 x 30 mL) y con agua destilada
(3 x 30 mL). Finalmente la fase orgénica se sect son sulfato de sodio anhidro y se concentré al vacio para generar

8 mg del derivado acetilado; este se obtuvo como un sélido blanco amorfo.
3.3.11 Prueba de identificacion de alcaloides

Una pequena cantidad del extracto de H. /atiflora se disolvié en una mezcla de metanol-agua (1:1); la
solucién se trato primero con gotas de HCI (1N) y luego con 0.5 mL del reactivo de Dragendorff. Luego de una
agitaciéon suave se observé la formacién de un precipitado color rojo-naranja, indicativo de una reaccion positiva

frente al reactivo. Como control positivo se utilizé atropina.
3.3.12 Obtencion del acido desoxicordifolinico (38) a partir de la fraccion primaria F13

Parte de la fraccion primaria F13 (80 mg) fue separada por cromatografia preparativa en capa delgada en
una placa de vidrio recubierta con gel de silice. La fase movil consistié de una mezcla de n-propanol-acido acético-
agua (4:1:2); la visualizacion se realiz6 con una lampara de UV a 365nm. Este procedimiento permitié la obtencion
de 22 mg de un residuo rojo intenso, el cual se identifico como el acido desoxicordifolinico (38), por comparacion de

sus constantes fisicas y espectroscépicas con las de una muestra auténtica (Déciga-Campos et al., 2006).

Acido desoxicordifolinico (38): Sélido con punto de fusién >250 °C; IR(KBr) vma= 3412, 1690, 1624,
1593, 1560, 1389, 1324, 1250, 1080, 1079, 944, 905, 796, 749, 702, 607 cm-'; EM (FAB*): m/z = 579 (M+Na), m/z =
558 (M+1), m/z = 513 (M-COz), m/z = 468 (M-2C0O2), m/z = 399 (M-CsH120¢+Na), m/z = 379 (M+1-CsH1205). RMN
'H (CD30D, 300 MHz): 3+ = 8.75 (1H, s, H-6), 8.23 (1H, da, J = 8.0 Hz, H-9), 7.65 (1H, ddd, J = 8.0, 8.0, 1.0 Hz, H-

12), 7.61 (1H, ddd, J = 8.0, 8.0, 1.0 Hz, H-11), 7.42 (1H, s, H-17), 7.32 (1H, ddd, J = 8.0, 8.0, 1.0 Hz, H-10), 5.72
(1H, d, J = 8.5 Hz, H-21), 5.70 (1H, ddd, J = 18.5, 10.5, 8.0 Hz, H-19), 4.82 (1H, d, 7.5 Hz, H-1'), 4.81 (1H, da, J =
18.5 Hz, H-18), 4.28 (1H, da, J = 10.5 Hz, H-18), 4.09 (1H, dd, J = 12.0, 2.0 Hz, H-6)), 3.72 (1H, dd, J = 12.0, 7.5
Hz, H-6)), 3.56 (1H, dd, J = 8.5, 6.0 Hz, H-15), 3.46 (1H, dd, J = 14.5 Hz, H-14), 3.45 (1H, m, H-5), 3.42 (1H, dd, J =
9.0, 9.0 Hz, H-3), 3.21 (1H, dd, J = 10.9, 9.0 Hz, H-4'), 3.20 (1H, da, J = 14.5 Hz, H-14), 3.18 (1H, dd, J = 8.0, 9.0
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Hz, H-2), 2.58 (1H, ddd, J = 8.5, 8.5, 8.5 Hz, H-20); RMN 13C (75.5 MHz): ¢ = 217.2 (C-22), 143.3 (C-13), 142.5
(C-5), 1165 (C-16), 113.1 (C-12), 93.8 (C-3), 80.8 (C-20), 78.6 (C-5'), 78.0 (C-3)), 72.0 (C-4), 71.5 (C-2), 63.3 (C-
6), 43.3 (C-4), 39.6 (C-15), 35.5 (C-14), 34.1(C-1), 33.1 (C-23), 25.5 (C-21) y 19.7 (C-19).

3.3.13 Identificacion de los constituyentes mayoritarios presentes en las fracciones primarias F1, F2, F4,
F5yF7

Las fracciones primarias F1, F2, F4, F5 y F7 se analizaron por cromatografia de gases acoplado a
espectrometria de masas. Las condiciones de trabajo fueron las siguientes: temperatura inicial del horno 40°C por
tres minutos, seguido de un calentamiento de 20°C por minuto hasta alcanzar 280 °C, esta temperatura se

mantuvo por 10 minutos; relacién split de 1:50 y flujo del gas acarreador de 20 mL/min.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

La especie Hintonia latiflora es una de las plantas medicinales mas comercializadas en México para el
tratamiento de la malaria, heridas y diabetes. Como en el caso de otras especies medicinales de amplio uso
popular, su comercializacion no esta sujeta a regulacién alguna y en consecuencia no existen criterios oficiales de
calidad, eficacia e inocuidad que garanticen el uso racional y seguro de esta especie. De tal forma que es necesario
generar la informacién cientifica que permita establecer esos parametros e integrarlos en una monografia tipo

OMS, misma que servira de modelo para la elaboracién de la monografia farmacopeica correspondiente.

La investigaciéon requerida para conformar la monografia tipo OMS es compleja y de caracter
multidisciplinario y requiere de la participacion de numerosos expertos. En este trabajo de tesis se describen parte
de los resultados de la investigacién conducida para establecer algunos parametros de inocuidad, eficacia y calidad

de la droga cruda de H. /atiflora.

4.1 EVALUACION DEL POTENCIAL MUTAGENICO DEL EXTRACTO DE H. atiflora

En el proceso de elaboracién de monografias tipo OMS de plantas medicinales, el primer paso consiste en
la determinacién de la inocuidad de la especie. Las pruebas preliminares usualmente utilizadas son: la
determinacién de la toxicidad aguda en roedores y la posible actividad mutagénica. En el caso de H. /atiflora, en un
estudio paralelo al presente se establecid mediante el método de Lorke (Angeles y Castafieda et al., 2006) que la
planta carece de efectos téxicos agudos. Continuando con los estudios de inocuidad de H. /atiflora, en este trabajo
se determind su potencial mutagénico siguiendo la metodologia clasica de Ames (Ames et al., 1975). Esta prueba
ha sido utilizada de manera exitosa como un ensayo preliminar para la detecciéon de mutadgenos y carcindgenos
potenciales. El principio de esta prueba se basa en la deteccién de componentes quimicos que revierten las
mutaciones presentes en cepas de Salmonella typhimurium y restauran la habilidad funcional de la bacteria para
sintetizar el aminoacido histidina. Las bacterias revertantes son detectadas por su capacidad para crecer en
ausencia del aminoacido requerido por las cepas progenitoras. Algunas cepas responden a mutaciones puntuales
que involucran sustituciones, mientras que otras detectan adiciones o deleciones de una o algunas pares de bases
de DNA. No obstante, ademas de la mutacion en el operdn histidina, el material genético se ha modificado para
mejorar la sensibilidad de reversidn de estas cepas a varias clases de compuestos. En este trabajo se utilizaron las
cepas TA 98, 100 y 102 que contienen una mutacion ‘rough phenotype” (rfa) que causa que la barrera de
lipopolisacarido que normalmente recubre la superficie de Salmonella typhimurium se encuentre incompleta. Esta

mutante permite una permeabilidad mas alta a compuestos de peso molecular grande.
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Otra modificacion del genoma consiste en la eliminacion genética de los sistemas de reparacion de
escision en el que se encuentra involucrado el gen uvrB que permite que las lesiones en el DNA se acumulen.
Como excepcidn, TA102 no contiene la mutacidn uvrB porque esta construida primariamente para detectar

mutagenos que requieran un sistema de reparacion por escision intacto.

Las cepas de prueba también contienen un plasmido (factor-R) que les confiere resistencia para un
antibiético en particular, se ha utilizado principalmente el plasmido pKM101, que tiene homélogos umuDC, mucA/B
y el gen lactamasa que otorga resistencia a la ampicilina. TA102 adicionalmente tiene el plasmido pAQ1 que

contiene la mutacion hisG428 y el gen de resistencia a la tetraciclina (Maron y Ames et al., 1983).

En el procedimiento de evaluacién del potencial mutagénico los cultivos bacterianos se exponen a la
sustancia de prueba en ausencia y en presencia de sistemas enzimaticos exdgenos (fraccién 89) que incluyen el
sistema P450; en presencia de estos sistemas, el ensayo puede detectar aquellos mutagenos potenciales que se

generen en sistemas in vivo a través de la activacion metabdlica.

Las tres cepas de S. typhimurium empleadas fueron incubadas con el extracto por el método de
incorporacion directa a las concentraciones de 1000, 500 y 250 ug/caja. EI nimero de revertantes inducidas (His +)
con y sin fraccion 89 para los distintos mutagenos se reportan en el Cuadro 14. EI comportamiento del crecimiento

bacteriano en presencia del extracto con y sin fraccion S9 se indica en las Figuras 2, 3 y 4.

Cuadro 14. Numero de revertantes inducidas por distintos mutdgenos y nimero de revertantes espontaneas en
cepas de S. typhimurium (His +) con y sin fraccion S9.

Mutageno

No. de revertantes

No. de revertantes

inducidas (His+)

espontaneas (His+)

TA 98 Acido picrolénico 382+37.5 Sin89: 44.1+ 2.1
2-AA 5416.9 + 726.9 Con §9:45.2+ 3.7
TA100 Ciclofosfamida 826.1 +47.6 Sin §9: 243.4+ 13.6
Etilen-Nitro-Guanidina 49219 +1877.5 Con §9: 299.9+ 26.1
TA102 2-AA 3204.2 + 359.5 Sin §9: 218.9+ 12.9
Mitomicina C 3873.6 + 187 Con 89: 276.2+ 21.5

Los resultados obtenidos en este ensayo indican que el extracto de la corteza de H. latiflora no provocd

reversion en la mutacion de las cepas TA98, TA100 y TA102 de S. typhimurium demostrando asi que la especie no

posee propiedades mutagénicas.
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Figura 2. Efecto mutagénico del extracto organico obtenido a partir de Hintonia latiflora por el método de
incorporacion directa con y sin fraccion 89 del homogenizado de higado de rata. Cepa TA 98.
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Figura 3. Efecto mutagénico del extracto organico obtenido a partir de Hintonia latiflora por el método de
incorporacion directa con y sin fraccion 89 del homogenizado de higado de rata. Cepa TA 100.
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Figura 4. Efecto mutagénico del extracto organico obtenido a partir de Hintonia latiflora por el método de
incorporacion directa con y sin fraccién S9 del homogenizado de higado de rata. Cepa TA 102.

4.2 DETERMINACION DEL POTENCIAL ANTIINFLAMATORIO DEL EXTRACTO DE H. atiflora

En el presente estudio se determind el efecto antiinflamatorio del extracto de H. /atiflora con la finalidad de
contribuir al conocimiento de la eficacia de esta planta mediante estudios farmacolégicos apropiados. Esta actividad
se seleccion6 para determinar si su uso como agente antipalldico esta relacionado con una posible accién

antiinflamatoria que alivie algunos sintomas de la enfermedad (fiebre e inflamacion).

El efecto antiinflamatorio del extracto de H. latiflora se determind utilizando el modelo del edema plantar
provocado por inyeccidn intraplantar de carragenina en ratas (Winter et al., 1962). Como farmaco de referencia se
utilizé indometacina a una dosis de 10 mg/Kg. Los resultados obtenidos se ilustran en la Figura 5, y de los mismos
se desprende el extracto carece de actividad antiinflamatoria significativa a las dosis ensayadas (100, 300 y 1000
mg/Kg). El porcentaje de inhibicién del edema provocado por la administracién del extracto de H. /atiflora (Cuadro
15) se calculé con base en la siguiente formula:

% de inhibicién: 100 (1-Vt/Vc)
Ve representa el volumen del edema plantar en el control y Vt volumen del edema plantar en el grupo tratado con el

extracto a diferentes dosis. El curso del experimento se resume en el Cuadro 16.
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Cuadro 15. Porcentaje de inhibicion del edema a las diferentes dosis del extracto de CH2Cl>-MeOH (1:1) de H.
latiflora, del control y del farmaco de referencia.

Tratamiento Dosis via o.p. % inhibicion del edema
Control 1 mL. 0
Indometacina 10 mg/Kg. 70.8
100 -10.63
Extracto 300 12.23
1000 31.91

Cuadro 16. Efecto antiinflamatorio del extracto organico de H. /atiflora en el modelo de edema plantar en ratas
inducido con carragenina.

Diferencias en el volumen desplazado (mL)

2h 3h 4h 5h
Control 0.31+0.04 ]| 0.58+0.03 | 0.79+0.05 | 1.08+0.07 ]| 1.10+0.06 | 1.13+0.08
Indometacina 10 0.14+0.02 | 0.22+0.06 | 0.12+0.04 | 0.21+0.04 ]| 0.20+0.04 | 0.33+0.06
100 0.28+0.04 | 0.48+0.04 | 0.82+0.02 | 1.14+0.07 ]| 1.21+0.03 | 1.17+0.07
Extracto 300 0.30+0.06 ]| 0.37+0.09 | 0.72+0.00 | 0.85+0.03 ] 0.92+0.02 | 0.99+0.02
1000 0.20+0.02 | 0.19+0.01 0.30+0.07 ] 0.42+0.14 | 0.65+0.01 0.75+ 0.07

0.6

*

Diferencia del volumen desplazado (mL)

vl

S. Salina 100 mg/Kg 300 mg/Kg 1000 mg/Kg Indometacina
10 mg/Kg

Figura 5. Efecto antiinflamatorio del extracto de H. /atifloraz en el modelo de edema plantar inducido con
carragenina en ratas. °Los valores de las barras estan expresados como media + E.E.(n= 6). Las diferencias
estadisticamente significativas con respecto al control fueron determinadas mediante analisis ANADEVA complementada con
la prueba Dunnet *P < 0.05.
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4.3 CARACTERIZACION DE COMPUESTOS MARCADORES DE H. latiflora

Con la finalidad de establecer el o los compuestos marcadores de H. latiflora se realizd el estudio
fitoquimico de la especie mediante la aplicacién de los procedimientos cromatograficos convencionales. Los
compuestos marcadores son sustancias quimicamente definidas Utiles con propdsitos analiticos; los mas relevantes
son los marcadores caracteristicos para especies, géneros o familias de plantas ya que son adecuados tanto para
las pruebas de identidad quimica de las drogas como para la estandarizacion de preparados fitofarmacéuticos.

El estudio fitoquimico conducido en el presente trabajo permitié el aislamiento de seis metabolitos
secundarios caracterizados como la 23,24-dihidrocucurbitacina F (3), la 25-acetil-3-O-4-D-glucopiranosil-23,24-
dihidrocucurbitacina  F  (37), la 5-O-[s-D-apiofuranosil-(1—#6)-/-D-glucopiranosil]-7-metoxi-3',4'-dihidroxi-4-
fenilcumarina (39), 5-O-[#-D-xilopiranosil-(1—6)-/-D-glucopiranosil]-7-metoxi-3',4'-dihidroxi-4-fenilcumarina (22), la
3-0-B-D-glucopiranosil-23,24-dihidrocucurbitacina F (28) y el acido desoxicordifolinico (38). En el cuadro 17 se
indican los rendimientos de los compuestos con base en el peso de la droga cruda. De los seis metabolitos
secundarios, el alcaloide 38, la cumarina 22 y la cucurbitacina 37 son novedosos en esta planta. Los productos 38
(Déciga-Campos et al., 2006) y 37 (Guerrero-Analco et al., 2006) recientemente se describieron en la especie
relacionada H. standleyana, en tanto que la cumarina 22 se reporté afios atras en la especie Coutarea hexandra
(Aquino et al., 1988). Todos los compuestos obtenidos relnen las cualidades de un marcador caracteristico, en
particular las cumarinas 22 y 39. En general los compuestos se caracterizaron mediante la aplicacién de técnicas
espectrométricas y espectroscopicas. En el caso de los productos 3, 37, 39, 28 y 38 la identificacién se realizé a
través de la comparacion de sus propiedades fisicoquimicas con aquellas de muestras auténticas, en tanto que el
producto 22 se caracterizd mediante el andlisis de sus constantes espectroscopicas, reacciones quimicas

apropiadas y finalmente por comparacion con los datos previamente descritos en la literatura especializada.

Cuadro 17. Rendimiento de los metabolitos aislados a partir de la corteza de H. /atiflora.

Compuesto Rendimiento

23,24-dihidrocucurbitacina F (3) 0.055 %
25-acetil-3-O-S-D-glucopiranosil-23,24-dihidrocucurbitacina F (37) 0117 %
5-O-[#-D-apiofuranosil-(1—6)- 3 -D-glucopiranosil]-7-metoxi-3',4'- 0.045%
dihidroxi-4-fenilcumarina (39) o
5-0-[#-D-xilopiranosil-(1—6)-#-D-glucopiranosil]-7-metoxi-3',4'- 0.315%
dihidroxi-4-fenilcumarina (22) o

Acido desoxicordifolinico (38) 0.463%
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4,31 Caracterizacion de la 5-O-[s-D-xilopiranosil-(1—6)-8-D-glucopiranosil]-7-metoxi-3',4'-dihidroxi-4-

fenilcumarina (22)

El compuesto 22 se obtuvo como un sélido amarillo claro con un punto de fusion mayor a 250°C. El
espectro en el IR presenta absorciones asociadas con la presencia de grupos hidroxilos (3410 y 1354 cm-1) y
carbonilo de cumarina (1076 cm-!). El espectro de masas generado por la técnica de FAB, modalidad positiva,
presenta el ién quasimolecular (M+1) en una relacién masa carga (m/z) de 595 u. La formula molecular se
establecio como CaH30015 y permite siete grados de insaturacion (Cuadro 18). Consideraciones del tipo
quimiotaxondmico y la informacidn proporcionada a través de las constantes espectroscdpicas y espectrométricas

del compuesto 22 permitieron comprobar que el mismo es un glicésido de una 4-fenilcumarina.

Cuadro 18. Constantes fisicas y espectroscopicas del compuesto 5-O-[4-D-xilopiranosil-(1—6)-£-D-

glucopiranosil]-7-metoxi-3',4'-dihidroxi-4-fenilcumarina (22).

Punto de fusion >250°C
Formula molecular C27H30015
Peso molecular 594
UV A max (MeOH) 204.13,0.852; 228.98, 0.487; 327,0.184
Sefiales en IR (Pastilla) vmax: 3410, 2913, 1701, 1613, 1550, 1514, 1354, 1233, 1076, 916, 824, 785,
607 y 478 cm-’
EM (FAB*) m/z 595 (M+1), 301 (M-CsHsO4-CsHsOs), 1189 (2M+1)
[a]% -27.58°
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Los espectros de RMN del compuesto 22 (Apéndice) presentaron las siguientes caracteristicas:

En la region donde absorben los hidrégenos aromaticos, se observa un sistema ABX [3y; 6.80 ppm (H-2'
d,J=2.1Hz),6.81 ppm (H-5'd, J=8.1 Hz),y 6.72 (H-6' dd, J = 2.4, 7.5 Hz)] atribuible a un grupo fenilo
trisustituido ubicado en la posicion C-4 de una 4-fenil cumarina (Mata et al., 1988). Asi mismo, se observa
un sistema AB asignable a dos hidrégenos aromaticos meta relacionados en 6y 6.67 (H-6 d, J= 2.4 Hz) y
6.71 (H-8 d, J = 2.1 Hz). Por ultimo, se aprecia un singulete en &y 5.94 ppm (H-3, s) tipico del Unico
hidrogeno de la porcidn alfa-pirona de la molécula. Estas sefiales correlacionan en el espectro HSQC con
las sefiales en &¢c 116.8, 115.8, 120.5, 96.4, 100.6 y 113.3, y respectivamente; y aunadas a las observadas
en 8¢ 165.1, 163.0, 158.2, 158.1, 105.6, 157.1, 147.1, 145.6 y 132.8 permiten concluir claramente que el
compuesto es una 4-fenilcumarina cuyos anillos aromaticos A y B presentan tres y dos sustituyentes

oxigenados, respectivamente.

En 8/ 6¢c 3.89/ 56.7 se observan las sefiales asignables al Unico grupo metoxilo presente en la molécula y
que a priori se asigno en la posicidn C-7 con base en el desplazamiento quimico de este Ultimo nucleo
(Mata et al., 1988).

En la zona entre oy 3.0 y 5.0 se observaron una serie de sefiales atribuibles a los hidrogenos de dos
unidades de azucares incluyendo las de los anoméricos en on 4.81 (H-1"d, J=7.5Hz) y4.26 (H-1" d, J=
7.2 Hz). Estas sefiales muestran conectividad en el espectro HSQC con las absorciones en &c 101.4, 74.6,
77.871.3,77.3,70.4,105.6,70.5,77.7,71.2 y 66.9.

Los desplazamientos quimicos de las sefiales de la parte glicona asi como la naturaleza de los productos

de hidrdlisis &cida indicaron que la molécula contiene glucosa y xilosa. Las pérdidas consecutivas de 142 y 162

uma a partir del ion quasimolecular en el espectro FAB modalidad positiva indican que la glucosa es la unidad

sacérida que se encuentra unida directamente a la aglicona, en tanto que la xilosa se une a la glucosa (Aquino et

al., 1988). El valor de las constantes de acoplamiento de los hidrégenos anoméricos es consistente con la

disposicién B-ecuatorial de los mismos.

El tratamiento del producto natural con anhidrido acético y piridina generd un derivado per acetilado

(Figura 6). Los desplazamientos quimicos de los grupos acetato en el espectro de RMN-'H (Espectro 19) de este

derivado indican la presencia de dos hidroxilos fendlicos libres en la molécula. Los seis grupos acetiloxi restantes

estan ubicados en la porcién sacarida y son consistentes con la presencia de un disacarido constituido por una

unidad de glucosa y otra de xilosa.
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- OAc
AcO'

OAc

Figura 6. Derivado peracetilado del compuesto 22.

La correlacién H-6/H-1" observada en el espectro NOESY revela que la glucosa se encuentra unida al
hidroxilo ubicado en en C-5 del nlcleo base. Asimismo la conectividad entre H-6" (5;;4.03 y 3.79) y H-1" indica
que las unidades de azlcar se unen a través de un enlace 1—6 B-glicosidico (Figura 7). La correlacion entre los

hidrogenos del grupo metoxilo y aquellos del sistema AB es consistente con la ubicacion del metoxilo en C-7.

Figura 7. Correlaciones encontradas en el espectro NOESY de la 5-O-3-D-2",3" 4" -triacetil-xilopiranosil-

(1—6)-p-D-2",3” 4 -triacetil-glucopiranosil]-7-metoxi-3',4'-dihidroxi-4-fenilcumarina.
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Cuadro 19. Datos de RMN de 5-O-{—D-xilopiranosil-(1—#%)-/-D-glucopiranosil]-7-metoxi-3',4"-dihidroxi-4-

fenilcumarina (CD30D) 13C (75.5 MHz) y H (300 MHz).

CH 8¢ 8t (Hz) CH 8¢ 8+ (Hz)
2 163.0 6 120.5 6.72 (dd, J = 2.4, 7.5)
3 113.3 5.94 (s) -OMe 56.7 3.89 (s)
4 158.2 1" 101.4 481(d,J=17.5)
4a 105.6 2" 74.6 273 (dd, J=7.7,7.7)
5 158.1 3" 77.8 3.24 (dd, J=6.9, 6.9)
6 96.4 6.67 (d, J=2.4) 4 71.3 3.19(dd, J=7.2,7.2)
7 165.1 5" 77.3 3.6 (m)
8 100.6 6.71(d, J=2.1) 6” 70.4 403 (ord, J=11.5)
3.79 (brd, J = 11.5)
8a 157.1 17 105.6 4.26(d. J=7.2)
1 132.8 2" 70.5 3.21(m)
2 116.8 6.80 (d, J=2.1) 3" 777 3.26 (m)
3 1456 4" 71.2 3.48 (m)
g 147.1 5" 66.9 208 (m)
3.79 (m)
5 115.8 6.81(d, J=8.1)

Con base en la discusion anterior el producto 22 se identifico como la 5-O-[-D-xilopiranosil-(1—6)-3-D-

glucopiranosil]-7-metoxi-3',4'-dihidroxi-4-fenilcumarina.
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4.3.2 Anadlisis de las fracciones primarias F1, F2, F4, F5y F7 por CG-EM

Las fracciones primarias F1, F2, F4, F5 y F7 se analizaron por CG-EM con la finalidad de detectar la
posible presencia de cucurbitacinas y fenilcumarinas de menor polaridad y potencial interés no solo como
compuestos marcadores sino también como constituyentes antidiabéticos. La identificacién de los compuestos
presente en las fracciones analizadas se realizd por comparacién de los espectros de masas generados por los
compuestos presentes en las fracciones con aquellos de la biblioteca del aparato. En ninguno de los casos se
detectaron compuestos cuyos espectros de masas presentaran el patron de fragmentacion diagnéstico de una 4-
fenilcumarina o una cucurbitacina. En las fracciones F1 y F2 se detectaron fundamentalmente ésteres de acidos

grasos (Figuras 8 y 9; Cuadros 20 y 21).
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Figura 8. Cromatograma de gases de la fraccion primaria F1.

Cuadro 20. Constituyentes de la Fraccién F1

Nombre Intensidad Tiempo de retencion (s)
relativa
40 Undecanoato de metilo 1.729 398.641
41 9-Oxo-nanoato de metilo 5.480 534.741
42 Octadecanoato de metilo 25.590 697.241
43 Octadeca-9,12-dienoato de metilo 51.093 747.041
44 Heptacosanoato de metilo 6.532 851.741
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Figura 9. Cromatograma de gases de la fraccién primaria F2.

Cuadro 21. Constituyentes de la Fraccién F2.

T |
950
Tiempo (seg)

Nombre Intensidad Tiempo de
relativa retencion (s)
47 | Hexadecanoato de metilo 12.587 696.456
43 | Octadeca-9,12-dienoato de metilo 22.461 744 456
45 | 11-Octadecenoato de metilo 14.968 745.956
42 | Octadecanoato de metilo 5.617 752.056
46 | Octadeca-13,16-dienoato de metilo 4.423 827.756
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En las fracciones primarias F4 (Figura 10, Cuadro 22) y F5 (Figura 11, Cuadro 23) se detecto la
presencia de esteroides, principalmente estigmasterol (51) y 22,23-dihidroestigmasterol (52), como constituyentes

preponderantes. Por Ultimo, en la fraccion F7 se detectaron &cidos grasos (Figura 12, Cuadro 24).
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Figura 10. Cromatograma de gases de la fraccion primaria F4.

Cuadro 22. Constituyentes de la Fraccion F4.

Nombre Intensidad Tiempo de
relativa retencion (s)
48 Nonanodioato de dimetilo 2.862 575.34
49 2.,4-Dihidroxi-3,6-dimetil benzoato de metilo 1.994 633.44
42 Octadecanoato de metilo 1.966 696.04
43 Octadeca-9,12-dienoato de metilo 1.973 743.74
50 24-Metil-5-colesten-3-ol 12.694 1070.74
51 Estigmasterol 19.065 1089.84
52 22,23-Dihidroestigmasterol 42 957 1131.14
53 26-Acetiloxicolest-4-en-3-ona, 8.076 1209.04
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Figura 11. Cromatograma de gases de la fraccion primaria F5.

Cuadro 23. Constituyentes de la Fraccién F5.

Nombre Intensidad Tiempo de
relativa retencion (s)
41 9-Oxo-nanoato de metilo 4.683 534.14
54 | 3-Metilpentanol 1.878 152.54
55 | 2,5-Diceto-3-hexeno 1.432 299.34
56 | Acido 3-hidroxi-4-metoximandelico 4.370 526.24
57 | 9-Ceto-nonanoato de metilo 2.099 575.04
58 1,1-Dimetoxidodecano 7.768 593.54
49 | 2,4-Dihidroxi-3,6-dimetil benzoato de metilo 5.418 634.94
42 | Octadecanoato de metilo 6.695 696.64
59 | Acido n-hexanodecanoico 1.260 708.44
45 | 11-Octadecenoato de metilo 2.300 745.54
50 | 24-Metil-5-colesten-3-ol 10.743 1069.54
51 | Estigmasterol 17.150 1088.34
52 | 22,23-Dihidroestigmasterol 36.534 1126.94
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Figura 12. Cromatograma de gases de la fraccion primaria F7.

Cuadro 24. Constituyentes de la Fraccion F7.

Nombre Intensidad Tiempo de

relativa retencion (s
42 Octadecanoato de metilo 4.086 696.656
59 Acido n-hexadecanoico 30.523 715.856
60 | Acido heptadecanoico 4.648 739.456
61 | Acido octadecanoico 19.469 768.156
62 Acido nonadecanoico 4.257 790.956
63 | Acido eicosanoico 29.449 816.456
64 Acido tetracosanoico 7.566 907.356
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V. RESUMEN Y CONCLUSIONES

El presente trabajo constituye una aportacion al conocimiento de los remedios herbolarios de México y en

particular al aseguramiento de la calidad e inocuidad de la droga cruda derivada de Hintonia latiflora.

El estudio fitoquimico convencional permiti6 el aislamiento de varios metabolitos secundarios, tres de ellos
novedosos en la especie. Las cumarinas 5-O-{5-D-apiofuranosil-(1—6)-£ -D-glucopiranosil]-7-metoxi-3',4'-
dihidroxi-4-fenilcumarina (39), 5-O-[3-D-xilopiranosil-(1—6)-/-D-glucopiranosil]-7-metoxi-3',4'-dihidroxi-4-
fenilcumarina (22) constituyen marcadores caracteristicos y tienen la ventaja de que son abundantes en la

planta.

Se describe por vez primera la presencia de alcaloides en H. latiflora. El Gnico alcaloide aislado se

caracterizéd como el acido desoxicordifolinico (38).

Los resultados generados al evaluar el extracto crudo de la corteza H. latiflora mediante la prueba de
Ames revelaron que el extracto no induce la reversion en la mutacion de las cepas TA98, TA100 y TA102
de S. typhimurium por lo tanto la especie es no mutagénica. Estos datos y los generados en otros estudios

de toxicidad indican que la especie no es toxica y que puede ser consumida con seguridad.

El extracto integro de H. atiflora administrado oralmente carece de actividad antiinflamatoria en ratas a las
dosis de 100, 300 y 1000 mg/Kg.
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MEDIOS DE CULTIVO Y SOLUCIONES UTILIZADOS EN LA DETERMINACION DEL POTENCIAL
MUTAGENICO

A. Medio de cultivo

Sales de Vogel Bonner pH: 7.4

Sulfato de magnesio (MgSQOse7H20) 10g

Acido citrico monohidratado 100g

Fosfato dibasico de potasio anhidro (K2HPO4) 500g

Fosfato de sodio y amonio (NaHNH4 PO4e4H:0) 175

Agua destilada 670 mL
Procedimiento: Adicionar las sales al agua destilada en el orden indicado con
agitacion constante, permitiendo que cada compuesto se disuelva antes de afiadir el
siguiente. Ajustar el pH a 7.4. Aforar al volumen final de 1L. Filtrar y guardar en un
recipiente &mbar a temperatura ambiente.

\ Agar Vogel-Bonner

Agar 15g
Medio
minimo Glucosa 209
Agua destilada 800 mL
Sales de Vogel-Bonner 20 mL
Agua destilada 180 mL
Procedimiento: Verter el agar y la glucosa en el agua
destilada. Esterilizar por filtracion en membranas
Acrodisc de 0.45 um.

B. Preparacion del inéculo

Agar suave al 0.6% Solucion de Histidina-Biotina

Agar bacteriologico 69 D-Biotina 30.9 mg
Cloruro dg sodio NaCl 59 L-HistidinaeHCI 24.0mg
Agua destilada 1000 mL Agua destilada 250 mL
Verter el agar y el cloruro de sodio en el agua Disolver la D-Biotina y la L-HistidinaeHCI en el
destilada. Esterilizar en autoclave por 20 minutos a volumen indicado. Esterilizar en autoclave por 20
121°C. minutos a 121°C. Guardar en refrigeracion a 4°C.
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C. Soluciones para la preparacion de la fracciéon S9

Solucion de cloruros

= Cloruro de potasio (KCI) 6159

= Cloruro de  magnesio
(MgCl2e6H20) 40.7 ¢

= Agua destilada 500 mL

Disolver las sales en la mitad de agua y ajustar al

Solucion de fosfatos

e Fosfato de sodio dibasico
NaHzPOseH20 14.29
e Fosfato de sodio monobasico
NazHPOq4 13.8 ¢
500 mL

Agua destilada

volumen final. Esterilizar en autoclave a 121°C y 21
Ib/cm2, durante 20 minutos. Conservar en refrigeracion
a4°C

Disolver las sales en el volumen indicado de agua. Esterilizar
en autoclave a 121°C y 21 Ib/cm?, durante 20 minutos.
Conservar en refrigeracion a 4°C

Solucién de glucosa-6-fosfato

Solucién de NADP
=  NADP (PM 765.4) 383 mg
= Agua destilada 5mL

Procedimiento: Disover y esterilzar por filtracion en

membranas Acrodisc de 0.45um.

D. Solucion al 4% de la fraccion S9 con cofactores

Glucosa-6-fosfato
Agua destilada

383 mg
5mL

Procedimiento: Disover y esterilzar por filtracion en

membranas Acrodisc de 0.45um.

Composicion:

Fraccion S9 de higado de rata
Solucién de cloruros

Solucién de glucosa 6-fosfato
Solucién de NADP

Solucién de fosfatos

Agua destilada

2.0 mL (4%)
1.0mL
0.25mL
1.0 mL
25.0 mL
75 mL

Procedimiento: Homogeneizar y esterilzar por filtracion en membranas Acrodisc de 0.45um.

56



Apéndice

ESPECTROSCOPIA'Y ESPECTROMETRIA

Espectro 2. Espectro de masas (IE) del compuesto 23,24-dihidrocucurbitacina F (3).
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Espectro 1. Espectro de infrarrojo del compuesto 23,24-dihidrocucurbitacina F (3).
113
100 4
90 A
80
70
60
50 4
40 4 142
e
30 4
kET
405 484
s r
i 459 {
'
- ...Lll-lalu. ! . '
50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600
miz

57



8¢S

e _,h_

AJLJ_\ JM h {\u

b

L

v | rrrr1rT [ rrr ¢ ¢ ¢ 1§ ¢ ¢ 6 r | T 11 I r r. 7.1 [ .1 171 [ r T 1 1 T 1 1T

"

10 9 8 7 6 5 4 3

Espectro 3. Espectro de RMN-'H de la 23, 24-dihidrocucurbitacina F (3).
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Espectro 4. Espectro de RMN-'3C de la 23, 24-dihidrocucurbitacina F (3).
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Espectro 5. Espectro de infrarrojo del compuesto 25-acetil-3-O-D-glucopiranosil-23,24-dihidrocucurbitacina F

(37).
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Espectro 6. Espectro de masas (IE) del compuesto 25-acetil-3-O-3-D-glucopiranosil-23,24-dihidrocucurbitacina F

(37).
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Espectro 7. Espectro de RMN-'H de la 25-acetil-3-O-3-D-glucopiranosil- 23, 24-dihidrocucurbitacina F (37).
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Espectro 8. Espectro de RMN-13C de la 25-acetil-3-O-B-D-glucopiranosil- 23,24-dihidrocucurbitacina F (37).
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Espectro 10. Espectro de masas (IE) del compuesto 3-O-4D-glucopiranosil-23,24-dihidrocucurbitacina F (28).
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Espectro 12. Espectro de RMN-'3C de la 3-O-D-glucopiranosil-23, 24-dihidrocucurbitacina F (28).
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Espectro 13. Espectro de infrarrojo del compuesto 5-O-[-D-apiopiranosil-(1—6)-#D-glucopiranosil]-7-metoxi-
3'4'-dihidroxi-4-fenilcumarina (39).
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Espectro 14. Espectro de masas del compuesto 5-O-[#D-apiopiranosil-(1—6)-4D-glucopiranosil]-7-metoxi-3',4'-
dihidroxi-4-fenilcumarina (39).
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Espectro 15. Espectro de RMN-'H de la 5-O-[ #-D-apiofuranosil-(1—6)-3D-alucopiranosil]-7-metoxi-3' 4'-dihidroxi-4-fenilcumarina (39).
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Espectro 16. Espectro de RMN-3C de la 5-O-[ #D-apiofuranosil-(1—6)-#D-alucopiranosill-7-metoxi-3',4'-dihidroxi-4-fenilcumarina (39).
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Espectro 17. Espectro de infrarrojo del compuesto 5-O-[4-D-xilopiranosil-(1—6)- 3 -D-glucopiranosil]-7-metoxi-
3',4'-dihidroxi-4-fenilcumarina (22).
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Espectro 18. Espectro de masas del compuesto 5-O-[#-D-xilopiranosil-(1—#6)-#-D-glucopiranosil]-7-metoxi-3',4'-
dihidroxi-4-fenilcumarina (22).
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Espectro 19. Espectro de RMN-'H de la 5-O-[ #D-xilopiranosil-(1—6)-3D-glucopiranosill-7-metoxi-3',4'-dihidroxi-4-fenilcumarina (22).
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Espectro 20. Espectro de RMN-3C de la 5-O-{#-D-xilopiranosil-(1—6)- 4-D-glucopiranosil]-7-metoxi-3',4'-dihidroxi-4-fenilcumarina (22).
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Espectro 21. Espectro DEPT de la 5-O-[-D-xilopiranosil-(1—6)- #-D-glucopiranosil]-7-metoxi-3',4"-dihidroxi-4-fenilcumarina (22).
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Espectro 22. Espectro UV del compuesto 5-O-[#D-xilopiranosil-(1—6)- 5 -D-glucopiranosil]-7-metoxi-3',4'-

dihidroxi-4-fenilcumarina (22).
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Espectro 23. Espectro COSY de la 5-O-[#D-xilopiranosil-(1—6)- #D-glucopiranosil]-7-metoxi-3',4'-dihidroxi-4-

fenilcumarina (22).
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Espectro 24. Espectro NOESY de la 5-O-[#-D-xilopiranosil-(1—6)-#-D-glucopiranosil]-7-metoxi-3',4'-dihidroxi-4-fenilcumarina (22).
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Espectro 25. Espectro HETCOR de la 5-O-[#-D-xilopiranosil-(1—6)-4-D-glucopiranosil]-7-metoxi-3',4'-dihidroxi-4-fenilcumarina (22).
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Espectro 26. Espectro de infrarrojo del compuesto acido desoxicordifolinico (38).
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Espectro 27. Espectro de masas del acido desoxicordifolinico(38).
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Espectro 28. Espectro de RMN-'H del acido desoxicordifolinico (38).
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Espectro 29. Espectro de RMN-'3C del acido desoxicordifolinico (38).
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