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1.INTRODUCCION

Los productos naturales han sido utilizados por el ser humano desde su aparicion
en el planeta, con diversos usos que van desde su alimento y vestimenta hasta su
incorporacion en los novedosos fitofarmacos. Las plantas han constituido la base para el
desarrollo de la medicina tradicional desde hace miles de afios (Guasch e Hinostroza,
2005; Mitscher et al., 2000); los chinos, por ejemplo, han aportado sus conocimientos
desde hace mas de 4000 afios en el uso del antimalarico Chaang Shan (Dichroa
febrifuga) (Romo, 1999).

En México el uso de plantas medicinales esta ligado al desarrollo de las culturas
prehispanicas, donde su comercializacion fue de gran importancia (Legorreta, 1989). En
las cronicas de la Nueva Espafia, se relata el uso y comercializacion de raices y hierbas
medicinales (Rodriguez, 1975). El registro mas antiguo de las plantas medicinales es el
“Libellus de medicinalibus indorum herbis”, escrito en 1522 por Martin de la Cruz, y
traducido al latin por Juan Badiano. Sin embargo el registro mas importante que se
conoce proviene de Francisco Hernandez, quien llegd a la entonces Nueva Espafia con
la finalidad de identificar todas las hierbas, arboles y plantas medicinales existentes, y
conocer el tipo de enfermedades que curaban y la forma de hacerlo y como resultado de
su estudio, logré describir 3076 plantas y sus usos medicinales (Argueta et al., 1994;
Romo, 1999).

Se estima que en México existen cerca de 30,000 especies vegetales, de las
cudles en 1997 el Instituto Nacional Indigenista reportdé que 3,000 tienen usos
medicinales. Esto representa el 10 % del total de la riqueza floristica del pais (Linares et
al., 1994; Lozoya, 1999; Aguilar, 2001). En 1994 se elabor6 el Atlas de Plantas
Medicinales de Meéxico, que representa una recopilacion muy amplia de especies
vegetales que tienen un potencial terapéutico benéfico y que son empleadas por diversos
grupos étnicos de nuestro pais (Argueta et al., 1994). A partir de la informacién
contenida en este Atlas y de diversas encuestas realizadas por investigadores del
Instituto Mexicano del Seguro Social durante la Gltima década, sobre el uso de plantas
usadas en la medicina tradicional mexicana, se tiene informacién que indica que
aproximadamente el 78% de las plantas que prescriben los médicos tradicionales se
emplean para tratar enfermedades cardiovasculares, infecciones respiratorias y de la

piel, desordenes gastrointestinales, dolor y diabetes (Bye, 1995; Lozoya, 1999).



Las enfermedades cardiovasculares representan la causa nimero uno de muertes
en México (Figura 1). Los principales factores de riesgo cardiovascular modificables
son: hipertension arterial, dislipidemias, la obesidad y el consumo de tabaco.

Ademas, se pueden considerar otros factores de riesgo como la diabetes mellitus,
el sedentarismo y el consumo excesivo de alcohol. Estos factores de riesgo se potencian
entre si y se encuentran frecuentemente asociados (Programa de Accién de

Enfermedades Cardiovasculares e Hipertension Arterial. SSA 2001).

m Accidentes vehiculares

m Afecciones en periodo
perinatal

m Enfermedades pulmonares

Enfermedades

m Enfermedades del higado

M Diabetes mellitus

M Enfermedades
0 20 40 60 80 100 cardiovasculares

Tasa (por cada 100,000)

Figura 1. Principales causas de muerte general en México. Fuente: SSP SINAIS 2005.

En México, desde épocas prehispanicas, las plantas se han utilizado para tratar
enfermedades cardiovasculares, destacando especies como Chiranthodendron
penthadactylon, Talauma mexicana y Prunus serotina (Argueta et al., 1994). Por otro
lado, es importante destacar que gran parte de la poblacion indigena y de escasos
recursos en nuestro pais recurren al uso de la medicina tradicional (Lozoya, 1999). Sin
embargo, poco 0 nada se sabe acerca de la composicién quimica de muchas de las
especies que se utilizan. Por lo tanto es necesario desarrollar investigaciones
conducentes a determinar la composicion quimica y las posibles actividades de las

plantas medicinales utilizadas por la poblacion mexicana.



2. OBJETIVOS.

El objetivo principal de esta investigacion es el aislamiento y la caracterizacion
de algunos de los principios activos responsables de la actividad relajante de masculo
liso de aorta de rata determinada en evaluaciones previas a partir del extracto integro de

las hojas secas de Prunus serotina.

Los objetivos particulares de este proyecto son:

e Preparar el extracto integro de las hojas de Prunus serotina mediante un proceso
de maceracion.

o Realizar el fraccionamiento del extracto total, utilizando técnicas convencionales
de fraccionamiento.

e Separar los principios activos de interés de al menos dos de las fracciones
activas mediante la aplicacion de técnicas cromatograficas convencionales.

e Caracterizar los compuestos aislados mediante la utilizacion de métodos
espectroscopicos y espectrometricos.

e Evaluar el efecto relajante potencial en masculo liso de los extractos, fracciones

y compuestos puros, aislados de Prunus serotina.



3. ANTECEDENTES.

3.1 Antecedentes botanicos y etnobotanicos del género Prunus.

El género Prunus pertenece a la familia Rosaceae, es originario de América boreal,
habita en climas calido, semicalido, semiseco y templado (Argueta et al., 1994). Las frutas
de este género se han utilizado en la medicina tradicional coreana para los males cardiacos,
mareos, mastitis, dolor de dientes y como emenagogo (Jung et al., 2005); también, para la
detoxificacion, relajacion y como antitusivo (Jung et al., 2002). Estas especies poseen
propiedades sedantes, antiinflamatorias, antihiperlipidicas, antitumorales y antioxidantes
(Jung et al., 2005). Las especies de Prunus han sido utilizadas medicinalmente en la India
en combinacion con otras drogas para el tratamiento de leucorrea, menstruacion irregular,
debilidad muscular y, en afios recientes, como un alimento saludable (Kayano et al., 2004).
En la medicina tradicional China también se han utilizado como antitusivo, expectorante y
como laxante (Lv et al., 2005). El preparado con flores de Prunus mume se ha utilizado
para el dolor de ojos y problemas de la piel (Yoshikawa et al., 2002). Se ha demostrado que
una dieta con alto consumo de almendras de Prunus dulcis disminuye la cantidad de
triglicéridos y de colesterol LDL en el plasma, reduciendo de manera significante los

riesgos de enfermedades cardiacas (Wijeratne et al., 2006).

3.2 Antecedentes botanicos y etnobotanicos de la especie Prunus serotina.

Prunus serotina Ehrh. sp. capuli, es un arbol de 10 a 15 m de altura de corteza
rojiza o café, de hojas lanceoladas y aserradas, y de flores blancas agrupadas en racimos
(Figura 2). Tiene un fruto globuloso de color rojo o negro, de 1.5 cm de diametro, con
semilla y fructifica de mayo a agosto (Lara y Marquez, 1996; Argueta et al., 1994). Se
distribuye ampliamente por la Republica Mexicana, en los estados de Baja California Sur,
Coahuila, Colima, Chiapas, Chihuahua, Distrito Federal, Durango, Estado de México,
Guanajuato, Guerrero, Hidalgo, Jalisco, Michoacan, Morelos, Nayarit, Nuevo Leodn,
Oaxaca, Puebla, Querétaro, Sonora, Tamaulipas, Tlaxcala, Veracruz y Zacatecas (Lara y

Marquez, 1996).



Esta planta se ha utilizado a lo largo de los afios por distintos grupos étnicos con
fines medicinales y es conocida con diversos nombres populares. Por ejemplo los zapotecas
la llaman “taunday”, los mixtecas la conocen como “t-mundaya”, los coras de Nayarit la
llamaban “tzu’uri”, los purépechas de Michoacéan la conocen como “chencuay chengua” y
en el Valle de México y Morelos se conoce como Capulin (Lara y Marquez, 1996).

En Michoacan e Hidalgo se prepara un jarabe con el fruto que se toma por
cucharadas y el cocimiento de las hojas se ingiere cada cuatro horas para tratar la tos. En el
Distrito Federal, se prepara un té con las hojas. En Sonora se ocupan las hojas y la corteza
para tratar la diarrea, catarro, nubes en los ojos y fiebres periddicas (Argueta et al., 1994).
El cocimiento de su corteza puesto al sol, cura las “camaras” de sangre. El cocimiento del
fruto se utiliza para tratar el “mal de orin”. Las hojas se utilizan como antiespasmodico
(Argueta et al., 1994).

En el siglo XVI, Martin de la Cruz lo sefiala como antipruritico, para la dermatosis y
dispepsia. El Coddice Florentino menciona su uso para los ojos irritados. Francisco
Hernandez en el mismo siglo lo sefiala como sedante, tonico, el cocimiento de la corteza
cura los disentéricos, el polvo de la misma disuelve las nubes, aclara la vista, alivia las
inflamaciones de los ojos y suaviza la lengua reseca por exceso de calor (Argueta et al.,
1994).

Maximino Martinez describe los siguientes usos; antidiarreico, antiespasmoédico,
antipaludico, contra neumonia, enfermedades del sistema respiratorio y para tratar la

disenteria (Martinez, 1989).

3.3 Antecedentes quimicos sobre el género Prunus.

Los estudios quimicos realizados sobre varias especies del género Prunus han
permitido el aislamiento y la identificacion de metabolitos secundarios como: flavonoides,
glicodsidos cianogénicos, compuestos fendlicos simples, cumarinas, terpenoides y lignanos.
En el Cuadro 1 se ilustran las estructuras de los compuestos aislados e identificados de las

especies investigadas a la fecha.



Figura 2. Prunus serotina (arbol, hojas y flores)



Cuadro 1. Metabolitos secundarios aislados del género Prunus.

ESPECIE COMPUESTO REFERENCIA

FLAVONOIDES
P. spinosa Olszewska y Wolbis, 2001
P. davidiana Jung et al., 2003
P. dulcis Milbury et al., 2006

OH (0]

camferol
OH
P. davidiana HO ‘ o O Jung et al., 2003
OH

OH [¢]

dihidrocamferol
P. dulcis 1) w Wijeratine et al., 2006
P. cerasus o ) o Wang et al., 1999

camferol-3-O-rutindsido




Cuadro 1. Metabolitos secundarios aislados del género Prunus (continuacion).

ESPECIE COMPUESTO REFERENCIA
FLAVONOIDES
P. dulcis " O N O o | Wijeratine et al., 2006
camferol-3-O-galactésido
P. dulcis O > Wijeratine et al., 2006
P Sero“na HO. O o ‘ /%0;0” OISZGWSka, 2005
camferol-3-O-f-D-
glucopirandsido
(astragalina)
P. armeniaca Prasad, 2000

camferol-7-O-metiléter




Cuadro 1. Metabolitos secundarios aislados del género Prunus (continuacion).

ESPECIE COMPUESTO REFERENCIA
FLAVONOIDES
P. davidiana Jung et al., 2003
P. armeniaca Ruiz et al., 2005
camferol-3-O-rutinosil-
hexdsido
P. spinosa . Olszewska y Wolbis, 2002

camferol-3-7-di-O-o-L-

ramnopiranosido




Cuadro 1. Metabolitos secundarios aislados del género Prunus (continuacion).

ESPECIE COMPUESTO REFERENCIA
FLAVONOIDES
P. spinosa Olszewska y Wolbis, 2001
P. serotina Olszewska, 2005
camferol-3-O-a.-L-
arabinofurandsido
(juglanina)
P. spinosa Olszewska y Wolbis, 2001
P. serotina Olszewska, 2005
camferol-3-O-B-D-
xilopirandsido
P. spinosa Olszewska y Wolbis, 2001

camferol-7-O-o-L-

ramnopiran6sido

10




Cuadro 1. Metabolitos secundarios aislados del género Prunus (continuacion).

ESPECIE COMPUESTO REFERENCIA
FLAVONOIDES
P. spinosa O \ w % Olszewska y Wolbis, 2002
camferol-3-O- (4”’-B-D-
glucopiranosil)- a-L-
ramnopiran6sido
OH
OH
P. amygdalus Sang et al., 2002
P. davidiana Jung et al., 2003
P. dulcis Milbury et al., 2006
catequina
OH
P. domestica o Kayano et al., 2003
P. dulcis o N Milbury et al., 2006
"o
OH
epicatequina

11




Cuadro 1. Metabolitos secundarios aislados del género Prunus (continuacion).

ESPECIE COMPUESTO REFERENCIA
FLAVONOIDES
P. spinosa Olszewska y Wolbis, 2001
P. dulcis Milbury et al., 2006
quercetina
P. dulcis i » Wijeratine et al., 2006
P. serotina o Olszewska, 2005
98 @A
quercetina-3-O-galactdsido
(hiperina)
P. mume Yoshikawa et al., 2002

quercetina-2’’-O-acetilrutina

12




Cuadro 1. Metabolitos secundarios aislados del género Prunus (continuacion).

ESPECIE COMPUESTO REFERENCIA
FLAVONOIDES
P. mume Yoshikawa et al., 2002
quercetina-2’’-O-acetil-3’-
O-metilrutina
P. mume Yoshikawa et al., 2002
quercetina-3-O-ramnosil
(1—06) galactdsido
P. mume Yoshikawa et al., 2002
P. serotina Olszewska, 2005

quercetina-3-O-(2"’-O-a-L-
ramnopiranosil)-f-D-
glucopirandsido

(neohesperosido)

13




Cuadro 1. Metabolitos secundarios aislados del género Prunus (continuacion).

ESPECIE COMPUESTO REFERENCIA
FLAVONOIDES
P. spinosa Olszewska y Wolbis, 2002
P. serotina Olszewska, 2005
quercetina-3-O-o-L-
arabinopirandsido
(guaijaverina)
P. spinosa Olszewska y Wolbis, 2002
P. cerasus Wang et al., 1999
quercetina-3-O-o-L-
ramnopiranésido
P. spinosa Olszewska y Wolbis, 2002

quercetina-3-O-3-D-

xilopiranésido (reinutrina)

14




Cuadro 1. Metabolitos secundarios aislados del género Prunus (continuacion).

ESPECIE COMPUESTO REFERENCIA
FLAVONOIDES
P. spinosa o . O Olszewska y Wolbis, 2002
P. serotina O | %/OH Olszewska, 2005
quercetina-3-O-f3-
glucopiranosido
(isoquercetrina)
P. spinosa k(é/ Olszewska y Wolbis, 2002
quercetina-3-O-(4""-B-D-
glucopiranosil)- a-L-
ramnopiranésido
P. spinosa Olszewska y Wolbis, 2001
P. serotina Olszewska, 2005

OH

quercetina-3-O-a-L-arabino

furanosido (avicularina)

15




Cuadro 1. Metabolitos secundarios aislados del género Prunus (continuacion).

ESPECIE COMPUESTO REFERENCIA
FLAVONOIDES
P. serotina Olszewska, 2005
/ oH
quercetina-3-O-(2”’-a.-L-
ramnopiranosil)-B-D-
galactopirandsido
P. mume Yoshikawa et al., 2002
P. domestica Kayano et al., 2004
P. armeniaca Olszewska, 2005
P. serotina quercetina-3-O-rutinésido

(rutina)

P. serrulata var. spontanea

OH

H C
HC O
OH ‘
I OH
‘OH

orobol-7-O-glucosido

Jung et al., 2005

16




Cuadro 1. Metabolitos secundarios aislados del género Prunus (continuacion).

ESPECIE COMPUESTO REFERENCIA
FLAVONOIDES
P. dulcis Milbury et al., 2006
P. dulcis Wijeratine et al., 2006
morina
P. davidiana " ‘ O Jung et al., 2003

HO O
Q
H 0 0
H OH

hesperitina-5-O-p-D-

glucosido

17




Cuadro 1. Metabolitos secundarios aislados del género Prunus (continuacion).

ESPECIE COMPUESTO REFERENCIA
FLAVONOIDES
P. davidiana ~ Jung et al., 2003
naringenina-7-O-3-D-
glucodsido
P. dulcis Milbury et al., 2006
isoramnetina

P. dulcis Milbury et al., 2006

1soramnetina-3-0O-

galactosido

18




Cuadro 1. Metabolitos secundarios aislados del género Prunus (continuacion).

ESPECIE COMPUESTO REFERENCIA
FLAVONOIDES
P. dulcis Milbury et al., 2006
P. serotina Olszewska, 2005
P. dulcis Milbury et al., 2006
P. mume Yoshikawa et al., 2002

1soramnetina-3-0O-

ramnosido




Cuadro 1. Metabolitos secundarios aislados del género Prunus (continuacion).

ESPECIE COMPUESTO REFERENCIA
FLAVONOIDES
P. serotina Olszewska, 2005
isoramnetina-3-O-a.-
arabinofuranésido
P. serotina Olszewska, 2005
OH
OH
isoramnetina-3-O-3-D-
xilopiranosido
P. cerasus Wang et al., 1999

5,7,4’-trihidroxiflavona

20




Cuadro 1. Metabolitos secundarios aislados del género Prunus (continuacion).

ESPECIE

COMPUESTO

REFERENCIA

FLAVONOIDES

P. cerasus

5,7,4’-trihidroxiisoflavona

Wang et al., 1999

P. cerasus

5,7,4’-trihidroxi-3’-
metoxiflavonol-3-O-

rutindsido

Wang et al., 1999

P. cerasus

5,7,4’-trihidroxiisoflavona-

7-O-glucoésido

Wang et al., 1999

21




Cuadro 1. Metabolitos secundarios aislados del género Prunus (continuacion).

ESPECIE COMPUESTO REFERENCIA
FLAVONOIDES
P. cerasus Wang et al., 1999
6,7-dimetoxi-5,8,4’-
trihidroxiflavona
P. serotina o b O on Ordaz et al., 1999
P. avium O A | Deineka et al., 2004
P. padus o on Deineka et al., 2005
P. nucipersica Ruiz et al., 2005
P. persica
P. vulgaris sp. nectarina cianidina-3-O-glucosido
P. domestica
P. spinosa
P. divaricata
P. armeniaca

P. davaricata

OH

cianidina-3-O-galactosido

Deineka et al., 2005
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Cuadro 1. Metabolitos secundarios aislados del género Prunus (continuacion).

ESPECIE COMPUESTO REFERENCIA
FLAVONOIDES

P. serotina o b, O Ordaz et al., 1999
P. cerasus O Py on_ Deineka et al., 2004
P. spinosa o @"% Deineka et al., 2005
P. davaricata 0 Ruiz et al., 2005
P. armeniaca T o
P. persica
P. vulgaris sp. nectarina cianidina-3-O-rutindsido
P. domestica

P. davaricata

Deineka et al., 2005

P. domestica
P. spinosa

P. davaricata

OH

peonidina-3-O-glucoésido

Deineka et al., 2005
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Cuadro 1. Metabolitos secundarios aislados del género Prunus (continuacion).

o OH
o

ESPECIE COMPUESTO REFERENCIA
FLAVONOIDES
P. domestica Ho. b O Deineka et al., 2005
P. spinosa O - 2 on

P. davaricata

HO
HO OH

peonidina-3-O-rutin6sido

P. davaricata

OH

OH

peonidina-3-O-galactdsido

Deineka et al., 2005

P. cerasus

peonidina-3-O-xilisilrutinosa

Deineka et al., 2004
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Cuadro 1. Metabolitos secundarios aislados del género Prunus (continuacion).

ESPECIE COMPUESTO REFERENCIA
FLAVONOIDES
P. cerasus Deineka et al., 2004
P. avium on
P. padus |
peonidina-3-O-
glucosilrutinosa
PROANTOCIANIDINAS
P. armeniaca Prasad, 2000

ent-epiafzelechin-(4a-8,20.-

O—7)-(-)-epicatequina
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Cuadro 1. Metabolitos secundarios aislados del género Prunus (continuacion).

ESPECIE COMPUESTO REFERENCIA
PROANTOCIANIDINAS
P. armeniaca Prasad, 2000
ent-epiafzelechin-(4a.-8,20.-
O—7)-(+)- catequina
P. armeniaca Ruiz et al., 2005

procianidina B1
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Cuadro 1. Metabolitos secundarios aislados del género Prunus (continuacion).

ESPECIE COMPUESTO REFERENCIA
GLUCOSIDOS CIANOGENICOS
P. serotina HOM/OW I/Q Horsley y Meinwald, 1981
P. mume o Yoshikawa et al., 2002
prunasina
P. serotina Pho > ’ Santamour, 1998
P. tomentosa % Lv et al., 2005
P. virginiana sp. Padus 5 Yoshikawa et al., 2002
P. ilicifolia
P. lyonii sp laurocerasus amigdalina
P. mume
P. tomentosa v ’ Lv etal., 2005

neoamigdalina
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Cuadro 1. Metabolitos secundarios aislados del género Prunus (continuacion).

ESPECIE

COMPUESTO

REFERENCIA

SESQUITERPENOS

P. domestica

acido rel-5-(3S,8S-dihidroxi-
1R,5S-dimetil-7-oxa-6-

oxobiciclo [3,2,1]oct-8-il)-3-metil-

27 .,4-E-pentadienoico

Kayano et al., 2004

P. domestica

acido rel-5-(35,8S-dihidroxi-
1R,5S-dimetil-7-oxa-6-

oxobiciclo [3,2,1]oct-8-il)-3-metil-
27.,4-E-pentadienoico 3’-O-f-D-

glucopiranodsido

Kayano et al., 2004

P. domestica

OH

HO,

6S,9R-roseo6sido

Kayano et al., 2004
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Cuadro 1. Metabolitos secundarios aislados del género Prunus (continuacion).

ESPECIE COMPUESTO REFERENCIA
SESQUITERPENOS
P. domestica Kayano et al., 2004
acido abscisico
P. domestica Kayano et al., 2004

O

abscisato 3-D-

glucopirandsido

TRITERPENOS

P. serrulata var. spontanea

acido 1B3,2a,30,24-

tetrahidroxi-urs-12-en-28-

0ico

Jung et al., 2005
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Cuadro 1. Metabolitos secundarios aislados del género Prunus (continuacion).

ESPECIE

COMPUESTO

REFERENCIA

TRITERPENOS

P. serrulata var. spontanea

'COO-B-D-Glucopiranosa

acido 2a,3a,24-trihidroxi-urs-12-
en-28 oico-28-0-B-D-

glucopiranosil éster

Jung et al., 2004

P. serrulata var. spontanea

COO—B-D~Glucopiranosa
HOp,,

Ho™

S TH0H

acido 2a.,3a,190,24-tetrahidroxi-
urs-12-en-28 oico-28-0-B-D-

glucopiranosil éster

Jung et al., 2004

P. lusitanica
P. serotina
P. africana
P. amygdalus
P. dulcis

P. spinosa

acido ursolico

Biessels et al., 1974
Hass et al., 1999
Sang et al., 2002

Amico et al., 2006

Wolbis et al., 2001
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Cuadro 1. Metabolitos secundarios aislados del género Prunus (continuacion).

20.,3o-dihidroxi-urs-12-en

28-ato de metilo

ESPECIE COMPUESTO REFERENCIA
TRITERPENOS

P. serotina Biessels et al., 1974

P. lusitanica Amico et al., 2006

P. dulcis

aldehido ursoélico

P. serotina Biessels et al., 1974
P. lusitanica

P. dulcis

acido maslinico

Amico et al., 2006
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Cuadro 1. Metabolitos secundarios aislados del género Prunus (continuacion).

ESPECIE COMPUESTO REFERENCIA
TRITERPENOS
P. dulcis Amico et al., 2006
acido betulinico
P. dulcis Amico et al., 2006
acido alfitolico
P. dulcis Amico et al., 2006

acido corosolico

32




Cuadro 1. Metabolitos secundarios aislados del género Prunus (continuacion).

ESPECIE COMPUESTO REFERENCIA
TRITERPENOS
P. dulcis Amico et al., 2006
P. spinosa Wolbis et al., 2001
acido oleandlico
P. dulcis Amico et al., 2006
P. dulcis Amico et al., 2006

betulina
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Cuadro 1. Metabolitos secundarios aislados del género Prunus (continuacion).

ESPECIE COMPUESTO REFERENCIA
TRITERPENOS
P. spinosa Wolbis et al., 2001
P. spinosa Wolbis et al., 2001
o-amirina
ESTEROIDES
P. dulcis Amico et al., 2006

daucosterol-3-O-§-D-

glucopiranodsido
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Cuadro 1. Metabolitos secundarios aislados del género Prunus (continuacion).

ESPECIE COMPUESTO REFERENCIA
ESTEROIDES
P. armeniaca Prasad, 2002
P. spinosa Wolbis et al., 2001
[-sitosterol-3-O-glucosido
P. africana Hass et al., 1999
P. spinosa Wolbis et al., 2001
[-sitosterol
P. spinosa Wolbis et al., 2001

estigmasterol
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Cuadro 1. Metabolitos secundarios aislados del género Prunus (continuacion).

ESPECIE COMPUESTO REFERENCIA
AROMATICOS SIMPLES
HO COOH

P. amygdalus Sang et al., 2002
P. domestica HO Kayano et al., 2004
P. dulcis Milbury et al., 2006

acido procatequico

CH;0 COOH
P. domestica Kayano et al., 2004
P. dulcis HO Milbury et al., 2006
acido vanilico

P. domestica &/ D/ Kayano et al., 2004

acido vanilico-B-D-

glucopirandsido

P. armeniaca o < > cth Prasad, 2000

metil-4-hidroxibenceno
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Cuadro 1. Metabolitos secundarios aislados del género Prunus (continuacion).

ESPECIE

COMPUESTO

REFERENCIA

AROMATICOS SIMPLES

P. domestica

OH

bencil B-primeverosido

Kayano et al., 2004

P. serrulata var. spontanea

OH oy
0
HO 0
0
0
X

HO

pursargentosido

Jung et al., 2005

P. serotina

OH
HO OH
O
OH
o

[B-D-glucopiranosa 1-
benzoato]

(glucosa-1-benzoato)

Horsley y Meinwald, 1981
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Cuadro 1. Metabolitos secundarios aislados del género Prunus (continuacion).

ESPECIE

COMPUESTO

REFERENCIA

AROMATICOS SIMPLES

P. mume

@A

O
Xilosil-O
OH H
OH

bencil-xilopiranosil (1—6)

glucopiranosido

Matsuda et al., 2003

FENILPROPANOIDES

P. mume

HO
0
OH
OH
on H

chavicol 3-D glucésido

Matsuda et al., 2003

P. mume

eugenilglucosido

Matsuda et al., 2003
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Cuadro 1. Metabolitos secundarios aislados del género Prunus (continuacion).

ESPECIE COMPUESTO REFERENCIA
FENILPROPANOIDES
HO X _-COOH
P. domestica :@/\/ Kayano et al., 2004
HO
acido caféico
HO X _COOCH;
P. domestica :@N Kayano et al., 2004
HO
éster metilico del acido
caféico
H X _COOH
P. domestica :@N Kayano et al., 2004
HO
acido p-cumarico
M() \ CH,0H
P. domestica Fio DN Kayano et al., 2004

coniferina
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Cuadro 1. Metabolitos secundarios aislados del género Prunus (continuacion).

ESPECIE COMPUESTO REFERENCIA
FENILPROPANOIDES
o H;CO. - COOH
P. domestica o o ODN Kayano et al., 2004
acido-p-D-glucopiranésido
ferulico
HOOC " o Z "
P. dulcis Takeoka et al., 2003
P. domestica Kayano et al., 2004
acido-4-O-cafeoilquinico
(criptoclorogénico)
P. cerasus i Wang et al., 1999
o = OH
P. mume ﬁ\o Yoshikawa et al., 2002
P. dulcis Wl > Takeoka et al., 2003
P. domestica écido—S—O—cafeoilquinico Kayano et al., 2004
P. serrulata var. spontanea (clorogénico) Jung et al., 2005
P. armeniaca Ruiz et al., 2005
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Cuadro 1. Metabolitos secundarios aislados del género Prunus (continuacion).

ESPECIE COMPUESTO REFERENCIA
FENILPROPANOIDES
H;CO0C . o = o
P. domestica I Kayano et al., 2004
éster metilico del acido-4-O-
cafeoilquinico
P. dulcis % ff Takeoka et al., 2003
OH 0 \
P. armeniaca o Ruiz et al., 2005
acido-3-O-cafeoilquinico
(neoclorogénico)
P. domestica Kayano et al., 2004

H;COOCﬁ\OH OH
OH o N
OH

]
éster metilico del acido-3-O-

cafeoilquinico
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Cuadro 1. Metabolitos secundarios aislados del género Prunus (continuacion).

ESPECIE

COMPUESTO

REFERENCIA

FENILPROPANOIDES

P. mume

Yoshikawa et al., 2002

P. mume

Yoshikawa et al., 2002

P. mume

prunosa 11

Matsuda et al., 2003

CUMARINAS

P. domestica

HO o O

H,CO

escopoletina

Kayano et al., 2004
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Cuadro 1. Metabolitos secundarios aislados del género Prunus (continuacion).

ESPECIE COMPUESTO REFERENCIA
CUMARINAS
O (0)
P. domestica Kayano et al., 2004
H,N  COOH
4-amino-4-carboxicroman-2-ona
P.domestica wom Kayano et al., 2004
magnoliosido
BENZOFURANOS
P. domestica Kayano et al., 2004

3-(-B-D-glucopiranosiloximetil)-2-
(4-hidroxi-3-metoxifenil)-5-(3-
hidroxipropil)-7-metoxi-(2R,3S)-

dihidrobenzofurano
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Cuadro 1. Metabolitos secundarios aislados del género Prunus (continuacion).

ESPECIE COMPUESTO REFERENCIA
LIGNANOS
‘ 0-B-D-Gle
P. domestica o | Kayano et al., 2004

o
Hil p——annl IH
e

pinoresinol-O-3-D-

glucopiranosido
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4. PARTE EXPERIMENTAL.

4.1 Procedimientos Generales.

4.1.1 Analisis Cromatograficos.

La cromatografia analitica en capa delgada se realizd en placas de aluminio de
diferentes dimensiones recubiertas con gel de silice (60 F254 Merck, malla 3.5-7.0 ASTM)
de 0.25 mm de espesor. Los compuestos se visualizaron con luz UV de longitud de onda
corta (254nm) y larga (365nm) y mediante la aplicacion de un agente cromoégeno
apropiado. Para favorecer la reaccion de los constituyentes con el agente revelador fue
necesario calentar las placas en una parrilla hasta la visualizacion de los compuestos. La
cromatografia en columna abierta se realizo sobre gel de silice Kiesegel 60 Merck (tamafio
de particula 0.063-0.200mm, 70-230 mesh ASTM) o Sephadex LH-20 (General Electric
Health Sci).

Cuadro 2. Agentes cromogenos utilizados para los analisis cromatograficos en capa fina.

Agente revelador Composicion Referencia

Sulfato cérico amoniacal 12.0 g de sulfato cérico.
22.0 ml de acido sulfarico Wagner, 1984
concentrado.

350.0 g de hielo picado

Vainillina sulfurica 3.0 g de vainillina
0.5 ml de H,SO4 conc. Touchstone, 1992
100.0 ml de etanol
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4.1.2 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
UNAM.

Los espectros en el IR se obtuvieron en un espectrofotometro 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 Lamda 2 utilizando metanol como
disolvente. Los espectros de resonancia magnética nuclear protonica (RMN- 'H, 300 MHZ)
y de carbono-13 (RMN C, 75 MHZ) se generaron en un equipo Varian VXR-300S
en CD;OD, CDCl; o piridina-ds; los desplazamientos quimicos se reportan en
partes por millon (ppm) con referencia al tetrametilsilano (TMS). Los espectros de masas
por impacto electronico (70eV) se obtuvieron en un equipo Jeol IMS-SX 102A Hewlett-
Packard 5890 serie II acoplado a un cromatografo de gases. En la modalidad de bombardeo
de atomos rapidos (EM-FAB), los espectros se registraron en el mismo equipo usando
alcohol nitrobencilico como matriz. Los puntos de fusion 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 o cloroformo.

4.2 Material vegetal.

El material vegetal, hojas del arbol del capulin, fue recolectado en San Juan del Rio,
Querétaro, por los investigadores Luis Herndndez, Mahinda Martinez y Marisela Gomez en
abril del 2006. Una muestra del material vegetal se deposité en el herbario de la
Universidad Auténoma de Querétaro (QMEX), Querétaro, México. La identificacion de la
especie estuvo a cargo de los Drs. Luis Hernandez, Mahinda Martinez y Marisela Gomez

(Facultad de Ciencias Naturales, UAQ).
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4.3 Ensayos Bioldgicos.
4.3.1 Actividad relajante en musculo liso de aorta de rata.

Los ensayos para determinar la actividad relajante en el musculo liso de aorta de
rata fueron realizados por el Dr. César Ibarra, Investigador del Departamento de Farmacia
de la Facultad de Ciencias Quimicas, UAQ. Se emplearon ratas de la cepa Wistar (ambos
sexos, 250-300 g), las cuales fueron anestesiadas con una sobredosis de pentobarbital y
sacrificadas por decapitacion. Se removi6 la aorta tordxica y se colocd en una solucion fria
de Krebs-Heinseleit (pH 7.4; 126.8 mM NaCl, 5.9 mM KCI, 2.5 mM CaCl,, 1.2 mM
MgCl,, 30 mM NaHCO3, 1.2 mM NaH,PO,4, SmM D-glucosa). Se elimino el tejido adiposo
y conectivo de la aorta y se cortaron anillos de 4-5 mm (Feelisch et al., 1999; Fostermann
et al., 1994). En algunos casos el endotelio se removié mecanicamente (Galle et al., 1999;
Ibarra-Alvarado et al., 2002). Los anillos de aorta se montaron en cimaras de incubacion de
7 mL con solucion de Krebs-Heinseleit a 37 °C, la cual se burbujed constantemente con una
mezcla de 95% O, / 5% CO,.

Las contracciones mecdnicas se registraron isométricamente por medio de
transductores de fuerza Grass modelo FTO3 acoplados a un poligrafo Grass de 6 canales
modelo 7-8P. El tejido se someti6 a una tension de reposo (basal) de 1.5 g y se dejo
equilibrar por alrededor de 90 min. Una vez que el tejido alcanz6 el equilibrio, los
segmentos se pre-contrajeron con KCI (100 mM) durante 15 min para estimular el musculo
arterial. A continuacion, se elimind el KCl lavando 8 veces cada una de las camaras. La
aorta se dejo reposar hasta alcanzar nuevamente su tension basal de 1.5 g. Una vez
estabilizado el tejido, los segmentos de aorta se contrajeron con fenilefrina (1 uM).

Los extractos y compuestos puros de las plantas se evaluaron en un rango de
concentraciones de 1 pg/mL a 1,000 pg/mL. Las diferentes concentraciones de los
extractos y compuestos puros se disolvieron en agua tridestilada y se adicionaron a las
camaras de tejido aislado 20 min después de haber inducido la contraccion de la aorta con
la fenilefrina. La respuesta inducida por cada una de las concentraciones de los extractos y
compuestos puros en la aorta se registré durante un periodo de 10 min. Los cambios en la
tension producidos por los extractos y compuestos puros se detectaron mediante

transductores de fuerzA (FTO3 Grass), acoplados a un poligrafo Grass. La informacion
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obtenida fue procesada por el programa PolyView (Grass). Las respuestas se expresaron
como el porcentaje de la contraccion alcanzada al adicionar la fenilefrina (Feelisch et al.,

1999).

4.4 Estudio fitoquimico de Prunus serotina.

4.4.1 Preparacion del extracto de Prunus serotina.

Se utilizaron 0.942 Kg de hojas de capulin molido (previamente seco), se extrajo
durante 2 semanas por periodos de 3 dias con una mezcla de MeOH:CH,Cl, (1:1), mediante
una técnica de maceracion. El extracto se filtro y se concentrd al vacio, obteniendo un

extracto de consistencia cerosa de color verde obscuro.

4.4.2 Fraccionamiento primario de Prunus serotina.

El extracto obtenido se sometié a un fraccionamiento primario mediante particiones
con hexano, CH,Cl,, AcOEt y MeOH acuoso (10%). En el Esquema 1 se sintetiza el

proceso de extraccion y fraccionamiento primario del extracto de Prunus serotina.

4.4.3 Fraccionamiento secundario de la fraccion F002

La fraccion primaria FO02 (9.02g) se someti6 a un fraccionamiento cromatografico
en una columna al vacio de gel de silice (250 g) utilizando como eluyentes CH,Cl,,
CH,Cl,-MeOH (diversas proporciones), AcOEt-MeOH (diversas proporciones) y acetona.
Con este procedimiento se obtuvieron 40 fracciones de 250 mL cada una, las cuales se
reunieron de acuerdo a su similitud cromatografica, generando un conjunto de 10

fracciones secundarias. En el Cuadro 3 se resume el fraccionamiento secundario de F002.
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Hojas secas de Prunus
serotina
(0.942Kg)

-Extraccion con MeOH:CH,CL, (1:1)

via maceracion durante 2 semanas.

-Filtrado y concentrado al vacio.

Residuo vegetal

Extracto MeOH:CH,Cl, (1:1)

-Particioén con hexano,
CH,Cl,, AcOEt y

MeOH acuoso (10%).
hexano CH,Cl, AcOEFEt MeOH/H,0(10%)
F001 F002 F003 F004

Esquema 1. Extraccion y fraccionamiento preliminar del extracto total de las hojas de

Prunus serotina.
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Cuadro 3. Resumen del fraccionamiento secundario de la fraccion FO02 por cromatografia

en columna al vacio de gel de silice obtenida a partir del extracto de las hojas de Prunus

serotina.
Eluyente Proporcion Fracciones Fraccion Clave
recolectada
CH,Cl, 100 1-2 1-2 F002-1
CH,Cl,-MeOH 95:5 3-8 3-6 F002-1I
90:10 9-14 7-10 F002-111
85:15 15-16 11-12 F002-IV
80:20 17-20 13-14 F002-V
80:20 21-26 15-16 F002-VI
17-22 F002-VII
23-26 F002-VIII
AcOEt-MeOH 75:25 27-28 27-28 F002-IX
70:30 29-32
50:50 33-34
Acetona 100 35-40 29-40 F002-X

4.4.4 Aislamiento de la prunasina a partir de la fraccion F002-VII

La fraccion secundaria FO002-VII (2.7g) fue cromatografiada nuevamente, en una
columna abierta con gel de silice (100g), empleando como eluyente AcOEt, AcOEt-MeOH
(diversas proporciones), con este procedimiento se obtuvieron 56 fracciones de 50 mL cada
una, las cuales se reunieron de acuerdo a su similitud cromatogréafica, generando un
conjunto de 8 fracciones terciarias. En el Cuadro 4 se resume el fraccionamiento terciario

de F002-VII.
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Cuadro 4. Resumen del fraccionamiento terciario de la fraccion F002-VII.

Eluyente Proporcion Fracciones Fraccion Clave
recolectada

AcOEt-MeOH | 100 1-8 1-6 F002-VII-1
99:1 9-12 7-12 F002-VII-2
98:2 13-16 13-24 F002-VII-3
97:3 17-20 25-32 F002-VII-4
96:4 21-24 33-36 F002-VII-5
94:6 25-28 37-43 F002-VII-6
92:8 29-32 44-48 F002-VII-7
90:10 33-36 49-56 F002-VII-8
85:15 37-40
80:20 41-44
70:30 45-48
60:40 49-52
50:50 53-56

De la fraccion terciaria F002-VII-3 cristalizaron de manera espontanea 220 mg de

un soélido color blanco (C001).
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Prunasina [(O-$-D) glucopiranésido de 2-hidroxi-2-fenilacetonitrilo]: pf. 148-151 °C;
RMN'H, (300 MHz, DMSO-ds): & 7.50-7.60 (2H, m, H-2, H-6), 7.40-7.50 (3H, m, H-3, H-
4, H-5), 5.99 (1H, s, H-7), 5.2 (1H, sa, OH), 5.0 (1H, sa, OH), 4.9 (1H, sa, OH), 4.5 (1H, t,
J=5.5 Hz, H-6"), 4.12 (1H, d, J=7.0 Hz, H-1"), 3.68 (2H, m, H-5"), 3.5-3.0 (3H, m, H-
2,3".4); RMN"C, (75 MHz, DMSO-de): & 133.8 (C-1), 127.4 (C-2), 129.2 (C-3), 129.9
(C-4), 129.2 (C-5), 127.6 (C-6), 66.8 (C-7), 118.9 (C-8), 101.3 (C-17), 73.0 (C-27), 76.2 (C-
37),69.6 (C-4"),77.2 (C-5"), 66.6 (C-6") (Horsly y Meinwald, 1981).

Prunasina

4.4.5 Aislamiento del acido ursolico a partir de la fraccion F002-I11

La fraccion secundaria FOO2-IIT (1.6g) fue cromatografiada nuevamente, en una
columna con gel de silice (100g) empleando como eluyente hexano-AcOEt (diferentes
proporciones) y MeOH, con este procedimiento se obtuvieron 45 fracciones de 50 mL cada
una, las cuales se reunieron de acuerdo a su similitud cromatografica, generando 5

fracciones terciarias. En el Cuadro 5 se resume el fraccionamiento terciario de F002-I11.
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Cuadro 5. Resumen del fraccionamiento terciario de la fraccion F002-II1.

Eluyente Proporcion Fracciones Fraccion Clave
recolectada

Hexano-AcOEt 90-10 1-4 1-8 F002-11I-1
80:20 5-8 9-26 F002-111-2
70:30 9-12 27-32 F002-11I-3
60:40 13-16 33-41 F002-111-4
50:50 17-22
40:60 23-32
30:70 33-37
20:80 38-41

MeOH 42-45 42-45 F002-111I-5

La fraccion terciaria F002-III-3 (0.2335g) fue cromatografiada nuevamente,
utilizando una columna abierta con gel de silice (100g) empleando hexano-AcOEt
(gradiente de concentracion), AcOEt-MeOH (gradiente de concentracién), con este
procedimiento se obtuvieron 29 fracciones de 50 mL cada una, las cuales se reunieron de
acuerdo a su similitud cromatografica, generando 2 fracciones cuaternarias. En el Cuadro 6

se resume el fraccionamiento cuaternario de FO02-111-3.

La fraccion cuaternaria FO02-I11-3-2 fue cromatografiada nuevamente, utilizando
una columna con gel silice de C;3 (23g) empleando como eluyente MeOH, con este
procedimiento se obtuvieron 4 fracciones de 50 mL cada una, las cuales se reunieron de
acuerdo a su similitud cromatografica, generando 3 fracciones. En el Cuadro 7 se resume el

fraccionamiento de FO02-111-3-2.
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Cuadro 6. Resumen del fraccionamiento de FO02-I11-3.

Eluyente Proporcion Fracciones Fraccion Clave
recolectada
Hexano-AcOEt |30-70 1-4 1-17 F002-I11-3-1
50:50 5
AcOEt-MeOH |90:10 6-9 18-29 F002-111-3-2
80:20 10-13
95:5 14-17
90:10 18-21
85:15 22-25
80:20 26-29
Cuadro 7. Resumen del fraccionamiento de FO02-II1-3-2.
Eluyente Proporcion Fracciones Fraccion Clave
recolectada
MeOH 100 1-4 1 F002-1II-3-2-1
2 F002-111-3-2-2
3-4 F002-111-3-2-3

De la fraccion F002-III-3-2-2 precipitaron 21.0 mg de un soélido color blanco con
punto de fusion 247 °C (C002). El compuesto C002 se identific6 como el acido ursolico
por comparacion directa con una muestra auténtica y de sus constantes espectroscopicas y

espectrométricas reportadas en la literatura (Mahato y Kundu, 1994).
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4.4.6 Fraccionamiento secundario de la fraccion F003

4.4.6.1 Aislamiento de la hiperina a partir de la fraccion F003

La fraccion primaria F003 (11.75g) se disolvido en MeOH 'y cristalizd
espontaneamente 373.6mg un so6lido amarillo con punto de fusion 236 °C, el cual se

identificd como hiperina (C003).

Hiperina [(3-O-p) galactésido de quercetina]: pf. 236 °C; IR v¥*" cm™ 3430 (OH
quelatado), 2900 (C-H, alifatico), 1655 (C=0O quelatado), 1607 (CH=CH aromatico), 1086
(C-0); RMN'H, (300 MHz, DMSO-d¢): & 5.40 (1H, d, J=7.0, H-1""), 6.20 (1H, d, J=1.9, H-
6), 6.41 (1H, d, J=1.9, H-8), 6.81 (1H, d, J=8.4, H-5"), (1H, dd, J=8.4, 2.1, H-6"), 7.52 (1H,
d, J=2.1, H-2"), 12.64 (1H, s, Cs-OH quelatado); RMN"C, (75 MHz DMSO-de): & 177.5
(C-4), 164.1 (C-7), 161.2 (C-5), 156.3 (C-2, C-9), 148.4 (C-4"), 144.8 (C-3"), 133.5 (C-3),
122.0 (C-17), 121.1 (C-6"), 116.0 (C-5"), 115.2 (C-2"), 103.9 (C-10), 101.8 (C-1""), 98.6 (C-
6), 93.5 (C-8), 73.2 (C-3""), 71.2 (C-2""), 68.0 (C-4""), 75.8 (C-5""), 60.4 (C-6""); FAB"
(positivo) 465 [M+H]" (C2Hx012) (6), 303 [M-galactosil+H]" (C;5H;00-) (18), 289 (13.5),
176 (10.5), 154 [C;H5O04+H]" (100), 136 [CsHsO,]™ (67), 107 (18.0) (Lu y Foo, 1997; Liu
etal., 2007).

Hiperina
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La fraccion primaria FO03 (9.87g) se someti6 a un fraccionamiento cromatografico
en una columna de Sephadex, empleando como eluyente MeOH, con este procedimiento se
obtuvieron 24 fracciones de 50 ml cada una, las cuales se reunieron de acuerdo a su
similitud cromatografica, generando 5 fracciones secundarias. En el Cuadro 8 se resume el

fraccionamiento secundario de la fraccion F003.

Cuadro 8. Resumen del fraccionamiento secundario de la fraccion F003.

Eluyente Proporcion Fracciones Fraccion Clave
recolectada

MeOH 100 1-24 1-5 F003-1
6-8 FO003-11
9-16 F003-I11
17 F003-1V
18-24 F003-V

De la fraccion secundaria FOO3-III cristalizd de manera espontanea 188.7 mg de un
solido color amarillo de punto de fusion 236 °C. Este compuesto fue idéntico a la hiperina

que precipito de la fraccion FO03.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

En la preseleccion de la especie Prunus serotina sp. capulli, se utilizé un criterio
etnomédico, el cual constituye uno de los criterios mas importantes para seleccionar las
materias primas destinadas al descubrimiento de compuestos biologicamente activos (Cox y
Balick, 1994; Houghton, 1999; Fabricant y Farnsworth, 2001). Esta especie es ampliamente

utilizada para tratar la diarrea, la tos, las enfermedades cardiovasculares y la hipertension.

Se realizé el estudio fitoquimico de las hojas P. serotina con la finalidad de aislar
posteriormente los compuestos biologicamente activos. Como ensayo biolégico de
monitoreo de la actividad a lo largo de todo el estudio se empleo el bioensayo relajante de
musculo liso de aorta de rata Wistar. Esta actividad fue comprobada previamente en el
extracto integro. La preparacion del extracto activo en gran escala se realizd6 mediante un
proceso de maceracion, tal como se menciond en la parte experimental. Posteriormente, el
extracto se sometio a un fraccionamiento primario mediante un proceso de particion. Para
este proceso se utilizaron hexano (F001), CH,Cl, (F002), AcOEt (FO03) y MeOH-acuoso
(FO04). Este procedimiento generd cuatro fracciones primarias que se evaluaron mediante

el mismo ensayo biologico para el extracto total.

Los resultados del estudio farmacolégico de la especie vegetal Prunus serotina,
planta empleada en la medicina tradicional para el tratamiento de enfermedades
cardiovasculares, mostraron que el extracto total y la fraccion acetato de etilo (F003)
produjeron una respuesta bifasica en la musculatura lisa arterial, la cual consistié en una
relajacion inicial que llegd a su punto méaximo a la concentracion de 100 pg/ml en el
extracto total y 316 pg/ml en el extracto de acetato de etilo, seguida de una disminucion del
efecto relajante (Figura 3). Por otro lado, mientras la fraccion hexanica mostré un efecto
vasorelajante de la aorta aislada de rata (ECsp = 19.2 + 1.3 pg/ml; Emax = 100 %), la
fraccién de diclorometano no presentd un efecto significativo en todo el intervalo de

concentraciones estudiado (1-1,000 pg/ml) (Figura 3).
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Figura 3. Efecto sobre la musculatura lisa arterial de diferentes extractos de P. serotina. A)
Registro representativo del efecto bifasico producido por el extracto total de P. serotina
sobre la aorta de rata. B) Efecto vasoactivo sobre la aorta de rata de diferentes extractos de

P. serotina.
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Asi, el estudio quimico biodirigido del extracto integro de las hojas de P. serotina
permitié el aislamiento y la caracterizacion de un glucésido cianogénico (prunasina), un
flavonoide (hiperina) y un triterpeno (&cido ursélico). Los compuestos aislados en el
presente estudio son compuestos conocidos y todos ellos han sido descritos previamente en
el género Prunus. Todos los compuestos fueron caracterizados por comparacion de sus
constantes espectroscopicas y espectrométricas con aquellas reportadas en la literatura y
por comparacion directa con muestras auténticas. En el Cuadro 9 se muestran las

estructuras de los compuestos aislados.

Cuadro 9. Compuestos aislados de Prunus serotina

COMPUESTO RENDIMIENTO (%)
HO
HO
HO O--.
OH NC
H
prunasina

2.23x 107

5.97 x 10™

hiperina
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Se ha reportado por otros grupos de investigacion que varios flavonoides son
capaces de modular el tono vascular (Chen y Pace-Asciak, 1996; Kubota et al., 2001;
Guerrero et al., 2002; Pérez-Vizcaino et al., 2002). En esta tesis se observo que el
flavonoide hiperina evaluado (C003) y el glucdsido cianogénico prunasina (C001)
indujeron una relajacion, dependiente de la concentracion, de segmentos intactos de aorta
aislada de rata (Figura 5). El compuesto que presentd el efecto maximo (Emax = 92.31 +
7.69 %) mayor fue la hiperina.

Este flavonoide (ECsp = 91.25 + 1.34 pg/ml) resultd ser so6lo 10 veces menos
potente, y ligeramente mas eficaz, que la quercetina (ECsp = 9.42 + 1.2 pg/ml; Epax =
79.00 + 4.65 %), el cual se emple6 como un control positivo. La prunasina presentd un

perfil de ECso y Emax Similar al mostrado por la hiperina (Cuadro 10).

Cuadro 10. Efecto relajante de los compuestos aislados sobre la contraccion inducida por

fenilefrina en anillos de aorta intactos.

Compuestos ECso (ng/ml) Emax (%0)
quercetina 942+1.2 79.0+4.7
hiperina 91.25+1.3 92377
prunasina 76.47£15 725+25
acido ursolico 480+ 0.7 494+75
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Figura 4. Comparacion de las curvas concentracion respuesta del efecto relajante de la
quercetina, empleada como control positivo, la hiperina y la prunasina en segmentos de

aorta intactos de rata.

En este contexto se sabe que la prunasina, glucosido cianogénico aislado de las
semillas de Prunus persica, presenta un potente efecto antitumoral. Ensayos realizados in
vivo demostraron que la prunasina disminuy6 la aparicion de papilomas en ratén hasta en
un 50% (Fukuda et al., 2003). Por otra parte, al &cido ursélico tiene propiedades
antihipertensivas, antioxidantes y antiesclerdticas (Aguirre-Crespo et al., 2006).

Los flavonoides son un grupo de metabolitos secundarios, a los que les han
atribuido  diversas actividades biolégicas como antioxidantes, antitumorales,
antiinflamatorios, antialergénico (Wang et al., 1998), inhiben la agregacion plaquetaria,
reducen los niveles de LDL en plasma (Ajay et al., 2003), vasodilatadores (Duarte et al.,
1993), inhiben a proteinas cinasas e inhiben a las fosfodiesterasas (Ko et al., 2003).

La quercetina, un flavonoide ampliamente distribuido en plantas y altamente

consumido en la dieta diaria humana, ha demostrado tener actividad relajante en la aorta de
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rata dependiente de endotelio (Ajay et al., 2003). Sin embargo, otros estudios han
demostrado que la actividad relajante de la quercetina no depende del endotelio. El efecto
vasodilatador esté relacionado con la inhibicion de la enzima cinasa C y a la disminucion
de la concentracion intracelular de calcio almacenado (Duarte et al., 1993).

Estudios previos han reportado que la quercetina, asi como sus metabolitos camferol
e isoramnetina, ejercen su efecto vasodilatador como resultado de la inhibicion de la
enzima cinasa ligera de miosina y de otras cinasas (Perez-Vizcaino et al., 2002). También,
se ha descrito que la quercetina provoca relajacion en las contracciones espontaneas en el
musculo liso de ileon de rata (Mata et al., 1997). Por otra parte, se ha demostrado que
algunos de sus derivados glicosilados, como la rutina, son méas potentes que la quercetina
(Mata et al., 1997). De manera adicional, estas investigaciones han demostrado que la
actividad relajante de los flavonoides, se debe a sus acciones antioxidantes y capacidad de

contrarrestar a los radicales libres (Akdemir et al., 2001).

Los estudios sobre los requerimientos estructurales de los flavonoides que presentan
un efecto relajante utilizando como modelo la trdquea de cobayo, han mostrado que la
actividad depende de su grado de hidroxilacion, de la existencia de grupos metoxilo y de la

presencia de un doble enlace entre el C-2 y el C-3 del anillo C (Ko et al., 2003).
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6. RESUMEN Y CONCLUSIONES.

El estudio quimico biodirigido de las hojas secas de la especie Prunus serotina,
permitié establecer de manera precisa los principios vasorelajantes de la planta.

De acuerdo con la potencia demostrada por los principios aislados a partir de las
fracciones activas, se concluy6 que la hiperina, la prunasina, y el acido ursélico constituyen
los principios activos vasorelajantes.

El aislamiento del glucésido cianogénico prunasina de las partes aéreas secas del
capulin, representa el primer reporte sobre su presencia en las hojas secas. Previamente este
glucdsido solo se ha descrito en las hojas frescas de la planta.

La presencia del &cido ursolico y de la hiperina podria estar relacionada con los usos
en la medicina tradicional como agente antidiarreico, antidisentérico, espasmolitico,

antipaludico, contra neumonia y para enfermedades del sistema respiratorio.
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7. PERSPECTIVAS

El presente trabajo de investigacion realizado a la especie Prunus serotina Ehrh
representa una contribucion al conocimiento quimico y biologico de esta especie medicinal.
Sin embargo, es necesario generar mayor informacion acerca de esta planta. Es por ello que

a partir de este trabajo hemos formulado las siguientes perspectivas:

1.- Continuar con el aislamiento y la caracterizacién quimica de los compuestos

minoritarios de la fraccién de acetato de etilo.

2.- Desarrollar y validar un método de cuantificacion para determinar la presencia

de prunasina en productos derivados del capulin.

3.- Realizar experimentos adicionales con la finalidad de establecer el mecanismo
mediante el cual los compuestos aislados ejercen su efecto de vaso relajacion sobre el
modelo de la aorta de rata.

4.- Explorar el efecto vaso relajante de la infusion de las hojas del capulin.

5.- Realizar las pruebas de toxicidad aguda y genotoxicidad de la especie con la

finalidad de determinar su inocuidad.
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