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INTRODUCCION

T/ INTRODUCCION

La medicina es una necesidad de cada cultura en el mundo por lo que
existen tantos tipos de medicinas como culturas sepamos reconocer. En América,
los datos histéricos y las piezas arqueolégicas indican que desde las mas antiguas
culturas de Mesoamérica, numerosas plantas fueron utilizadas con fines religiosos
y curativos, jugando un papel importante en la medicina de los indigenas.’

Mexico es un pais con amplia tradicién en el uso de preparados medicinales
provenientes de plantas, por lo menos 80% de la poblacién en nuestro pais usa
plantas medicinales para procurar la salud.? Esta practica estd asociada al
empirismo en muchos casos, por lo que son necesarios estudios quimicos,
clinicos y epidemiolégicos que confirmen de forma fehaciente los efectos
fisiolégicos de las plantas y los principios activos responsables en ellas. No hay
que olvidar que el 25% de los farmacos existentes en el mercado se obtienen de
extractos vegetales, o bien se han sintetizado a partir de sustancias halladas en la

investigacion fitoquimica.®

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) estructuré6 en 1985 un
Programa de Medicina Tradicional Herbolaria, reconociendo la existencia de 119
sustancias quimicas de origen vegetal que pueden considerarse farmacos
importantes, dtiles en mas de 60 categorias terapéuticas y obtenidas

principalmente de 91 especies.*

Es por lo tanto prioritario investigar sobre la medicina tradicional con los
recursos disponibles en el pais para conseguir un aprovechamiento y uso de la
misma con un respaldo cientifico sélido.

Lozoya L. “La medicina tradicional en la realidad politico-social de México”, México, 1989, pp. 27-33.

JuarezA (2008). UNAM, Ciudad Universitaria, México, p. 9.

Beyra A., et al. (2004). “Estudios etnobotanicos sobre plantas medicinales en la provincia de Camagley
gCuba) 61(2) 185-204.

Beyra A., op. cit.
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2. ANTECEDENTES

2.1 Familia Verbenaceae

Rzedowski & Rzedowski en sus trabajos con la flora mexicana, describen a
la familia Verbenaceae como un grupo de taxonomia sumamente complicada, en
donde la circunscripcion, tanto de la propia familia, como de muchos de sus
géneros y especies es incierta. Siguiendo el criterio moderno, aceptado en el
trabajo sintético de Thorne, la familia queda ajustada a unos 35 géneros y poco
mas de 100 especies distribuidas en regiones templadas y calidas de ambos

hemisferios, mayormente en América. °
2.2 Género Verbena

El género Verbena L. se ha dividido tradicionalmente en secciones, series o
en grupos informales principalmente sobre la base de caracteres morfol6gicos, de
caracteres anatomicos y de distribucion geografica. O’Leary y colaboradores
reconocen para el género Verbena 44 especies y 10 variedades, agrupadas en 2
series: Verbenay Pachystachyae, la primera integrada por tres grupos informales:
Verbena, Hastae y Bracteosae; la segunda por dos subseries: Pachystachyae y
Pseudoracemosae. Estudios filogenéticos previos indican que Verbena es

monofilética y su grupo hermano es Glandularia.®

Hasta el momento, los trabajos en Verbena distan de clarificar las
complejas relaciones dentro del género y Unicamente se cuenta con estudios a

nivel regional o catalogos.’

® Rzedowski, J., et al. (2002). “Verbena”. Fasc. 100. Instituto de Ecologia. Centro Regional del Bajio, México.
p. 118-139
O’Leary, N., et al. (2007) “Filogenia del género Verbena (Verbenaceae) basada en caracteres morfologicos”.
45:103-105
" O’Leary, N.,et al. (2007). “Revision Taxonomica de las especies del género Verbena (Verbenaceae): Serie
Pachystachyae’. 94: 571-621
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2.2.1 Distribucién y Habitat

El género Verbena es de origen americano; actualmente se extiende por
América tropical y templada, norte de Africa, Asia, Europa y Australia; crece desde
el nivel del mar hasta casi 4000 m.s.m., en la regién andina de Ecuador, Bolivia y
Peru. Existen tres grandes centros de diversidad especifica, uno en zonas
templado-célidas del noreste Argentino y sur de Brasil, taxones principalmente
pertenecientes a la serie Pachystachyae; el segundo en el sudoeste de Estados
Unidos de América y norte de México, con algunas especies en la zona Pacifica y
montafnosa; el tercero en la zona templada del este de Estados Unidos de América
y sur de Canada; estos dos ultimos centros representados principalmente por

taxones pertenecientes a la serie Verbena.®
2.2.2 Composicion quimica

El género Verbena biosintetiza diversos tipos de compuestos, como
iridoides glicosilados, feniletanoides, flavonoides, triterpenos, esteroles, etc., los

cuales han mostrado tener alguna actividad farmacolégica.

Q l OH
S I J§
’/J _____-"" . -~ “
Acido hexadecanoico® Geranial'® Linalol™
Verbena officinalis Verbena officinalis Verbena officinalis

Figura 1. Metabolitos secundarios mayoritarios del género Verbena

® OLeary, N. op cit.

® Ardakani, M., et al. (2003). Volatile Constituents from the Aerial Parts of Verbena Officinalis L. (Vervain). pp.
39-42

' Ardakani, M. op cit..

" Ardakani, M. op cit..



ANTECEDENTES

1y,
jut]!

-
fff%xmﬁwfx ,I-L\Df .
HH g : LH/]/ aH
I [ : -
SN HO™ ':}/" e
Ester metilico del 4cido " .13 ]
Acido oleanoico Acido ursélico™

linolénico' - -
L Verbena littoralis Verbena officinalis
Verbena officinalis

HV_-"
A
oH
£ i 17
B-Sitosterol™® Estigmasterol Brasosido
Verbena littoralis Verbena littoralis Verbena littoralis

i — i COOMe

-
s ]/ —0~—%.CH,OH
Hal DA :q-,,H LOH DHT:X—-A«DH

OH
OH
OH

_ IH__D__E'CH:C'| R‘_ 4
= HO- ~OH = H1=H R*=0

o Verbenalina® R=H a0
Vebrasido'® Griselinésido
Hastatosido R =0OH
Verbena officinalis

= H

£ J -
e N
— =
T [=]
A

Verbena brasiliensis Verbena brasiliensis

Figura 1. Metabolitos secundarios mayoritarios del género Verbena (continuacion)

12 - Ardakani, M. op cit.
% Gamboa, C., et al. (2004). “Iridoids from the aerial parts of Verbena littoralis (Verbenaceae)”. 65: 2369-2372

1 Deepak M., et al. (2000). “Quantitative Determination of the Major Constituents of Verbena officinalis using
ngh Performanoe Thin Layer Chromatography and High Pressure Liquid Chromatography”. 11: 351-355
5 Gamboa, C. op cit.
16 ® Gamboa, G. op cit.
" Umana, E., et al. (1990). “Chemical Constituents of Verbena littoralis”. 3: 175-176
18 Franke A., etal (1987). “Vebraside, an iridoid glucoside from Verbena brasiliensis”. 11: 3015-3020
® Mdiller, A., et al. (2004). “Analysis of the Aerial Parts of Verbena officinalis L. by Micellar Electrokinetic

Caplllary Chromatography 60: 193-197
% Ono, M., et al. (2006). “New Iridoid Glucosides from the Aerial Parts of Verbena brasiliensis”. 54(10): 1421-

1424
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% Ono, M. op cit.

%2 Valento, P., et al. (1999). “Andlisis of Vervain Flavonoids by HPLC/Diode Array Detector Method. Its
Appllcatlon to Quality Control”. 47: 4579-4582

% Valento, P. op cit.

24 Casanova, E., et al. (2008). “Antioxidant and Antifungal Activity of Verbena officinalis L. Leaves”. 63: 93-97

% >> Casanova, E. op cit.
% Calvo, M.1.,

£Verbenaceae) by HPLC with Post-Column Derivatization”. 46: 241-244
"Li, Y., etal. (2001). “Verbenachalcone, a Novel Dimeric Dihydrochalcone with Potentiating Activity on Nerve

Growth Factor-Action from Verbena littoralis”. 64(6): 806-808

% Deepak, M. op cit.

et al. (1997). “Identification of the Major Compounds in Extracts of Verbena officinalis L.

® Bilia, A.R., et al. (2007). “HPLC-DAD-ESI-MS analisis of the constituents of aqueous preparations of

verbena and lemon verbena and evaluation of the antioxidant activity”. 46: 463-470
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2.3 Caracteristicas de la especie Verbena carolina L.

2.3.1 Clasificacion botanica®

Reino:

Plantae

Division: Magnoliophyta

Clase:

Magnoliopsida

Orden: Lamiales

Familia: Verbenaceae

Género: Verbena

Especie: Verbena carolina L.

2.3.2 Nombres comunes®'

Verbena

Ajenjo grande
Hierba de San José
Hierba de San Juan
Hierba lengua de perro
Nardo de campo
Santa Maria
Verbena del perro
Verbena corriente
Poleo negro

Chilillo chino

Wabhichuri (Tarahumara)

80 Integrated Taxonomic Information System en : http://www.itis.gov/
¥ Marquez, A.C., et al. (1999). “Plantas medicinales de México Il. Composicion, usos y actividad bioldgica”.
México, D.F.
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2.3.3 Sinonimia®?

e Verbena biserrata Kunth

e Verbena caroliniana Willd

e Verbena mollis Mart. et Galeotti
e Verbena polystachya Kunth

e Verbena varonicaefolia Kunth
2.3.4 Usos

En la medicina tradicional mexicana, la Verbena carolina L., es utilizada en
el tratamiento de la diarrea, el vomito, la disenteria y como purgante pero
principalmente en las enfermedades biliares. La verbena se utiliza en diversos
padecimientos renales entre los que destacan la disolucién de los célculos en la

vejiga y como diurético.®

La decoccién de las ramas se usa como cicatrizante de granos y heridas,

como abortivo, contra la caspa, alergias y dermatitis. 3
2.3.5 Descripcion

Verbena carolina L. (Figura 2) es una planta herbacea perenne, erecta o
ascendente, hasta de 75 cm (1.5 m) de alto; tallo por lo general solitario,
ramificado, con pelos comunmente de menos de 1 mm de largo; hojas opuestas,
subsésiles o bien con peciolos, oblongas, oblongo-lanceoladas o algunas veces
elipticas, de 2.7 a 8 (12) cm de longitud por 0.8 a 3 cm de ancho, apice agudo u

% Perozzi, L., et al. “Probable efecto hepatoprotector de la verbena en la hepatitis inducida con tetracloruro de
carbono en la rata”. 38: 19-25

% Perozzi, L. op cit.

8 Marquez, A.C. op cit.
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obtuso, serrada en el margen, cuneada en la base, con pelos concentrados a lo

| ‘|In;! |

largo de las nervaduras. Sus flores se disponen en espigas de color morado.®

Figura 2. Verbena carolina L. (Verbenaceae)

2.4 IRIDOIDES

2.4.1 Naturaleza quimica de los iridoides

Los iridoides representan un gran grupo de
ciclopentano-[c]-piran-monoterpenoides. Se han encontrado como constituyentes
naturales en un gran numero de familias de plantas regularmente, pero no

invariablemente, como glicésidos.

% Rzedowski, J. op cit.
3 El-Naggar, J., Beal, L. (1980). “Iridoids. A review”. 43: 649-707
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El nombre iridoide es derivado de una especie de hormigas, Iridomyrmex,
las cuales biosintetizan la iridomyrmecina y el iridodial 1d que se encuentran en

sus secreciones defensivas.®’

El esqueleto de ciclopentano-[c]-pirano puede consistir de diez, nueve o
raramente ocho atomos de carbono, en el cual el C1 se pierde con mas facilidad
que el C1.® Un biciclo H-5/H-98, B-cis-fusionado del sistema del anillo
ciclopentanopirano 1a es la caracteristica mas comdn de estos compuestos, sin
embargo varios iridoides enantioméricos también existen en la naturaleza. La
escisién en el anillo de ciclopentano de los iridoides da lugar a los seco-iridoides
1b, mientras que la escision en el anillo de pirano produce iridoides derivados 1c,
por lo tanto el anillo de ciclopentano es el anillo base del esqueleto de los
iridoides. En el reino vegetal, estos se derivan del 9-hidroxinerol por fosforilacion
seguida de una ciclizacién, oxidacion y glicosilacion en varios pasos. Posiblemente
el iridodial o el 8-epi-iridodial 1e son los predecesores de los iridoides en muchas
familias de plantas. Los iridoides estan presentes en diversas plantas medicinales
usadas como ténico amargo, sedativo, antipirético, medicamentos para la tos,
remedios para heridas, trastornos de la piel y como hipotensivos. Este hecho
anima a investigar la bioactividad de estos fitoquimicos. Estudios intensivos de su
bioactividad revelan que estos compuestos presentan una amplia gama de
bioactividad: cardiovascular, antihepatotoxico, colerético, hipoglicémico e
hipolipidémico,  antiinflamatorio,  antiespasmaddico, antitumoral, antiviral,
inmunomodulador y purgativo. Quimiotaxondmicamente son utiles como
marcadores de diversos géneros en varias familias de plantas tales como, la
aucubina 2 del Plantago (Plantaginaceae), asperulésido 3 de Galium (Rubiaceae)
y aucubésido (aucubina) y harpagido 4 de Scrophularia (Scrophulariaceae).®® La

Figura 3 muestra varios tipos de esqueletos iridoides y su numeracion.

%7 villasefior. M. (2007). “Bioactivities of Iridoids”. 6: 307-314
Sampaio-Santos, et al. (2001). “Biosynthesis Significance of Iridoids in Chemosystematics”. Vol. 12, No. 2,
. 144-153

g)J)Dinda, B., et al. (2007). “Naturally Occurring Iridoids. A Review, Part 1”. 55(2): 159-222
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Figura 3. Numeracion del esqueleto iridoide y sustituyentes mas comunes
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2.4.2 Clasificacion de los Iridoides*’

Grupo 1 iridoides con un esqueleto de ocho carbonos.

Grupo 2 iridoides con un esqueleto de nueve carbonos dividido en dos subgrupos
dependiendo de si el carbono nueve se une en C-4 (Grupo 2a) o en C-8 (Grupo
2b)

Grupo 3 iridoides con un esqueleto de diez carbonos y subdividido en cuatro
subgrupos: si el azucar esta unido en C-1 (Grupo 3a), si el azucar esta unido en
otro carbono distinto de C-1 (Grupo 3b), tipo valeriana (Grupo 3c) y tipo plumeria
(Grupo 3d).

Grupo 4 agliconas de iridoides

Grupo 5 iridoides derivados

Grupo 6 bis-iridoides glicosilados

2.4.3 Biosintesis de iridoides

Los iridoides son compuestos de naturaleza terpenoide y su biosintesis ha
sido bastante bien investigada*', por lo que se conoce que existen dos rutas
biosintéticas. Una via principal (ruta I; Figura 4) que va desde el iridodial (1) via
iridotrial (2) a acido desoxiloganico (3) el cual es un precursor conocido de muchos
iridoides carboxilicos con una estereoquimica 8B incluyendo la loganina (4) y el
acido loganico (5), secologanina (6) y acido secologanico asi como los derivados
seco-iridoides y el complejo indol alcaloides. Compuestos de esta ruta se

encuentran principalmente en el orden Cornales, Gentianales y Oleaceae.

“0 Dinda, B. op cit.
' Jensen, S.R. (1992). “Systematic implications of the distribution of iridoids and other chemical compounds in

the Loganiaceae and other families of the Asteridae”. 79: 284-302.

11
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La ciclizacion fundamental a iridodial es formulada como una serie de
reacciones de hidroxilacién y oxidacion sobre el geraniol, mientras que la posterior

oxidacion da iridotrial.

La loganina es un intermediario clave en la biosintesis de muchas otras
estructuras iridoides, y también caracteristico en la via complejo indol alcaloides y
alcaloides del grupo de las tetrahidroisoquinolinas. Fundamental en este nuevo
matabolismo es la escisidon del esqueleto de los monoterpenos simples aun
reconocible en loganina para dar secologanina, representativa de los

secoiridoides.

COOH
nVA —= gfk\ 'S ] { | l (1)
Glc

Seraniol Ir|d|:|d|al Irldntrlal 3 (Acido desoxiloganico)

COOR CHO cooNe
— H — —p Complejo indol alcaloides

Gle Ble

iLoganina) B (Secaloganina)

Me 4L
H & (Acido loganico)

R=
R=

Figura 4. Ruta biosintética | via iridodial y &cido desoxiloganico

Otra importante via biosintética (ruta Il; Figura 5) implica 8-epi-iridodial, 8-
epi-iridotrial y acido 8-epi-desoxiloganico; estos son los precursores de iridoides
carboxilicos descarboxilados como son la aucubina (7) y el catalpol. Estos
compuestos se encuentran casi exclusivamente en el orden Lamiales y nunca en

Gentianales u Oleaceae*

*2 Jensen, S.R. op cit.

12
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Algunos secoiridoides poco comunes se forman por esta ruta pero tienen

diferente estructura de los derivados en la ruta I.

CHO COOH
HVA —  — —_—
% oBlc
Geraniol Epi-iridadial Epi-iridotrial Acido epi-desoxiloganico
COOH
etc.
06lc Blc
Acido ?' (Aucubing)

desoxigeniposidico

Figura 5. Ruta biosintética Il via epi-iridodial y &cido epi-desoxiloganico

2.4.4 Iridoides como compuestos de defensa

Los iridoides han sido aislados de diversas secreciones de insectos donde
estos desemperian un papel en la defensa quimica y comunicacién. Estos actuan

como irritantes para disuadir a sus depredadores.

La induccién de aleloquimicos es otra via que las plantas emplean para
regular con eficacia otras especies como lo demuestra el aumento de los niveles
de aucubina y catalpol en Plantago lanceolata contra el hongo patégeno Diaporthe
adunca y contra orugas de la especie Junonia coenia, la mariposa comun

Buckeye®?

* Villasefior M.1. op cit.

13
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Los iridoides también afectan el desarrollo de herbivoros y sus parasitos y
algunos herbivoros especializados podrian usar estas defensas incorporandolas a
su cuerpo y usandolas como su propio mecanismo de defensa quimico contra sus

enemigos naturales, los carnivoros*.

Las larvas de Ceratomia catalpae (Sphingidae) (polillas de la esfinge o
gusano Catawba) las cuales son el mayor defoliador de la especie Catalpa, y la
hemolinfa en la cual su parasitoide, la larva de la avispa Cotesia congregate crece,
presentan grandes cantidades de catalpol. La larva J. coenia también secuestra

aucubina y catalpol y ambos son retenidos en la pupa.

La oviposicion de Melitaea cinxia, una mariposa muy comun, se mejord por
aucubina y catalpol y ambos actian como estimulantes para la alimentacion de las
larvas y como factores de disuasion para la alimentacion de Cotesia melitaearum,

una avispa parasitoide®.
2.4.5 Actividad biolégica de iridoides
2.4.5.1 Actividad antitumoral
Los iridoides |, Il, Il IV, V, VI, VIl aislados del extracto metandlico de las
hojas de Viburnum luzonicum Rolfe*®, han presentado actividad citotéxica frente a

células HelLa S3 (linea celular epitelial humana) con valores de Clsp comprendidos

entre 3y 7 uM.

* Pefiuelas, J., et al. (2006). “Lonicera Implexa Leaves Bearing Naturally Laid Eggs of the Specialist Herbivore
Euphydryas Aurinia have Dramatically Greater Concentrations of Iridoid Glycosides than other Leaves”. 32:
1925-1933.

*® Villasefior M.1. op cit.

*® Fukuyama, Y., et al. (2004). “Iridoid glucosides and p-coumaroyl iridoids from Viburnum luzonicum and their
cytotoxicity”. 67: 1833-1838.

14
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Del extracto metandlico de las hojas de Lonicera chrysantha, planta
empleada en medicina popular china, se han aislado crisataina*’ (VIIl), loganina
(IX), secologanina (X) y 8-epi-kingisido (XlI), los cuales han mostrado actividad

antitumoral frente a células HL-60.
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2.4.5.2 Actividad antiinflamatoria

Los iridoides catalposido (XII) y verprédsido (XIll), aislados de Veronica
anagillis L., planta usada en la medicina popular china, han mostrado actividad

antiinflamatoria a dosis de 500 mg/Kg*®

* Wang, Y., et al. (2003). “Iridoid glucosides from Chinese herb Lonicera chrysatha and their antitumor

aotlvny 10: 676-677
Kupeh E., et al. (2005). “Bioassay-guided isolation of iridoid glucosides with antinociceptive and anti-

mflammatory activities from Veronica anagallis-aquatica L. 102: 170-176.

15
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2.4.5.3 Actividad antibacteriana

El iridoide glicosidico kansuendsido (XIV) y el iridoide kansuenina (XV),

aislados de Pedicularis kansuensis, presentan actividad antibacteriana contra
Bacillus subtilis, Escherichia coliy Staphylococcus aureus a concentraciones de

100 ug/mL*.

* Cheng-Shan, et al. (2003). “Iridoids from Pedicularis kansuensis forma albiflora’. 58: 428-430.

16
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2.4.5.4 Actividad antioxidante

Morinda citrifolia, comunmente llamada Noni o mora India, ha sido utilizada
durante mucho tiempo como planta medicinal en Asia y en Australia. De ella se
han aislado los iridoides glicosidicos XVI y XVII, los cuales han mostrado actividad
antioxidante (Clso= 30uM)*°.

COOMe
-~
O
OGlc

HQ

¥V Boe-Hidroxiadoxdsido ¥WI 6p, TR-Epoxi-8-epfesplenddsido

% sy, B.N., et al. (2005). “Chemical constituents of the fruits of Morinda citrifolia (Noni) and their antioxidant

activity”. 68(4): 592-595.
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3. JUSTIFICACION

Los vegetales producen una diversidad de sustancias, producto del
metabolismo secundario, algunas responsables de la coloracién y aromas de
flores y frutos, otras vinculadas con interacciones ecolégicas. Las investigaciones
han demostrado que en muchos casos, estos compuestos participan en el
mecanismo de defensa de las plantas, o que a su vez ha generado una gama de

usos y aplicaciones en la agricultura y en la medicina.

Estrictamente hablando, la Fitoquimica estudia los metabolitos secundarios
extraidos de las plantas. Para ello esta rama de la quimica ensena cémo aislar e
identificar los principios quimicos de numerosos vegetales, muchos de ellos con
importante actividad biolégica, tal es el caso del estudio de las plantas
medicinales. Muchos de estos principios activos constituyen nuevas fuentes de
materia prima para el desarrollo de la medicina actual, ya que muchas moléculas
aisladas de plantas medicinales sirven de prototipo para el desarrollo de nuevos

farmacos con una mayor eficacia y/o potencia terapéutica.

Un punto importante en el conocimiento de las moléculas provenientes de
plantas con actividad bioldgica, es la determinacion de su estructura y de su
comportamiento quimico. Ello permite establecer los métodos de control,
racionalizar los procesos extractivos y algunas veces prever la actividad

farmacologica.

Por lo descrito anteriormente, se presenta en esta tesis el estudio
fitoquimico de la planta Verbena carolina L. (Verbenaceae), como parte de un
proyecto que permita contribuir a su conocimiento metabdlico y a su potencial
antimicrobiano para eventualmente integrar estos resultados dentro de una
monografia de la planta y a futuro poder desarrollar preparados que pudieran
resultar benéficos para la salud del ser humano.

18
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo principal:

Llevar a cabo el aislamiento y elucidacién estructural de los metabolitos
secundarios mayoritarios contenidos en la planta medicinal Verbena carolina L.
(Verbenaceae) y ponderar su potencial antimicrobiano.

4.2 Objetivos particulares:

¢ Obtener los extractos diclorometanico y acetonico a partir de los tallos y hojas de
la planta V. carolina L. (Verbenaceae) por un proceso de maceracion.

¢ Realizar pruebas de actividad antimicrobiana de los extractos obtenidos contra
bacterias G+ y G-, asi como en hongos levaduriformes y filamentosos
representativos.

¢ Realizar el fraccionamiento primario del extracto diclorometanico mediante
métodos cromatograficos.

e Realizar el fraccionamiento primario del extracto aceténico mediante la
combinacion de métodos de particién y cromatograficos.

e Evaluar la actividad antimicrobiana de las fracciones y productos obtenidos
contra bacterias G+ y G- asi como en hongos dermatofitos y levaduriformes
representativos.

e Aislar e identificar los metabolitos secundarios contenidos en los extractos
diclorometanico y aceténico mediante métodos fisicos, quimicos,

espectroscopicos y espectrométricos.

e Integrar los resultados quimicos y biologicos del estudio de la planta Verbena
carolina L. (Verbenaceae) para obtener conclusiones al respecto.

19



PARTE EXPERIMENTAL

I
juffl!

5. PARTE EXPERIMENTAL
5.1 Material y equipo utilizado

Los analisis por cromatografia en capa fina se llevaron a cabo en
cromatofolios Alugram Sil G/UVazss Macharey-Nagel Duren. Como reveladores
cromatograficos se emplearon una lampara de luz UV Spectroline modelo ENF-
240c de longitud de onda a 254 y 365 nm y solucion de sulfato cérico amoniacal

[(NH4)4Ce(S04)42H-0] al 1% con H2SO, 2N°'.

Para las cromatografias en columna abierta se utilizdé como fase
estacionaria gel de silice 60 (malla 0.063-0.200 nm) Merck. Las cromatografias
preparativas se realizaron en placas Merck de 1mm de grosor y una superficie de
20 x 20 cm.

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

estan corregidos.

Los espectros en el UV se determinaron en un espectrofotometro Perkin-
Elmer Lambda 2.

Los espectros en el IR se obtuvieron en un espectrofotdmetro Perkin-Elmer.
Spectrum RX 1 FTIR.

Los espectros de RMN se determinaron a 300 6 500 MHz para el caso de
'H, a 75.5, 200 y 300 MHz para el caso de '®C. Para esto se utilizaron
espectrometros de alta resolucion Varian Unity Inova 300 y Varian Unity Inova
500, dependiendo del caso. Como disolventes se emplearon CDCl;, CDsOD,
DMSO-dgs y como referencia interna TMS.

*! Stahl, E., et al. (1965). “Thin Layer Chromatography-A Laboratory Handbook”. p. 384, Berlin
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Los espectros de masas se obtuvieron en un espectrometro marca Termo-
Electron, modelo DFS (Double Focus Sector), utilizando la técnica de ionizacion

por impacto electronico.

Los angulos de rotacién Optica se midieron en un polarimetro Perkin-Elmer
241, utilizando celdas de 1.0 dm de longitud, a una temperatura de 25 °C y

longitud de onda de 589 nm.

Los datos de rayos X fueron colectados a temperatura ambiente en un

Oxford Diffraction Gemini "A" equipado con una fuente de rayos X de molibdeno
incrementada, con un monocromador de grafito Mo K, y un detector CCD-Atlas.

Todas las reflexiones fueron colectadas utilizando la técnica "w-scan" con A®w =
1.0°. Los parametros de la celda unitaria fueron obtenidos de un refinamiento de
minimos cuadrados de 2604 reflexiones. A todos los datos se les aplico la
correccion por absorcién empirical. La estructura se resolvio utilizando el programa
SHELXLS-97%? y se refind con SHELXL-97. Todos los atomos de no-hidrégeno
fueron localizados en el mapa de densidad. Para generar las tablas de longitudes
y angulos de enlace se utilizé la paqueteria de WinGX publication routines®® vy las

figuras fueron generadas con Ortep-3 for Windows®*.

5.2 Recoleccion e identificacion del material vegetal

El material vegetal empleado en esta tesis se recolecté en el municipio de
Hueyapan, Morelos (Figura 6) en abril del 2005 y fue identificado por la M. C.
Margarita Avilés y la M. C. Macrina Fuentes. La muestra vegetal fue depositada en
el herbario del Instituto Nacional de Antropologia e Historia de Morelos, con el

siguiente numero de clasificacién: INAHM-2018.

°2 Sheldrick, G. M. (1997). SHELXS97 and SHELXL97. University of Géttingen, Germany.
%8 Farrugia, L. J. (1999). J. Appl. Cryst. 32: 837-838
* Farrugia, L. J. (1997). J. Appl. Cryst. 30: 565.
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Estado de Morelos

Figura 6. Ubicacién del municipio de Hueyapan, Morelos.

5.3 Extraccion

El material vegetal (1.2 kg de hojas y tallos) se dej6 secar a temperatura
ambiente. El material se fragmenté y desgras6 con hexano para posterior
extraccion con disolventes de diferente polaridad (diclorometano y acetona) por el
método de maceracion. En ambos casos, el disolvente se eliminé por destilacion al

vacio obteniéndose 174.9 g de extracto diclorometanico y 90.0 g de extracto

aceténico (Esquema 1).
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Esquema 1. Procesamiento de hojas y tallos de Verbena carolina L.

Material vegetal

Identificacion

Material vegetal
identificado

Desecacion y fragmentacion

Material vegetal
desecado y fragmentado

extraccién con hexano

Extracto hexanico

Residuo vegetal
desgrasado

extraccién con CH>Cl»

Extracto Residuo vegetal
diclorometanico*

extraccioén
con acetona

[ |
Extracto Residuo vegetal
acetonico*

* Pruebas de actividad antimicrobiana
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5.4 Determinacion de la actividad antimicrobiana por medio del analisis de la

concentracién minima inhibitoria (CMI, mg/mL).

5.4.1 Microorganismos utilizados

Tabla 1. Microorganismos utilizados en la determinacion de la CMI.

Microorganismo Descripcion
Staphylococcus aureus Bacteria Gram ( +)
Enterococcus faecalis Bacteria Gram ( +)
Escherichia coli Bacteria Gram ( -)
Salmonella typhi Bacteria Gram ( -)
Pseudomonas aeruginosa Bacteria Gram ( -)
Candida albicans Hongo levaduriforme
Trichophyton mentagrophytes|  Hongo filamentoso
Trichophyton rubrum Hongo filamentoso

5.4.2 Preparacion de las muestras

Los extractos y productos puros (10 mg) fueron disueltos en 1 mL de
DMSO. A partir de esta disolucion, se prepararon diluciones para obtener
concentraciones finales en un rango de 0.750 a 3.0 mg/mL para el caso de los

extractos integros y de 0.00625 a 0.100 mg/mL para los productos puros.

5.4.3 Preparacion del inéculo

Para activar las cepas, las bacterias se desarrollaron en caldo nutritivo, la
levadura y los hongos filamentosos se desarrollaron en agar Sabouraud; luego se
incubaron durante un periodo de 48 horas a 37°C las bacterias y durante 7 dias a

28°C los hongos.
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El inéculo de cada muestra de bacterias fue preparado a partir de cultivos
que contenian 10% unidades formadoras de colonias (UFC)/mL. El inéculo de
Candida albicans tenia una concentracién final de 10° células/mL, y de 10°
esporas/mL para los hongos filamentosos. Las concentraciones de los in6culos
fueron establecidas por comparacion contra estandares turbidimétricos

establecidos (escala de McFarland).

5.4.4 Bioensayo

Las muestras preparadas a diferentes diluciones se mezclaron con el medio
de cultivo apropiado, en el cual se inoculdé previamente el microorganismo de
prueba; después de la incubacién se examiné por comparacién visual
turbidimétrica la cantidad de crecimiento del microorganismo en cada tubo de
ensayo, comparando en cada caso la turbidez existente con la de los patrones de
turbidez de McFarland. Este procedimiento se efectud por duplicado. La menor
concentracion de muestra requerida para la inhibicion de crecimiento visible sera

considerada la concentracion minima inhibitoria (CMI).

Como controles positivos se utilizaron gentamicina para las bacterias
Gram (+) y Gram (-), miconazol para los hongos filamentosos y nistatina contra el
hongo levaduriforme. Adicionalmente se preparé6 un control de crecimiento

negativo.
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5.5 Determinacion de la actividad toxica de los extractos en el crustaceo

Artemia salina > >°

5.5.1. Preparacion de los organismos

Se prepar6 una solucion de sales de mar comercial (38 g de medio salino
artificial por litro de agua destilada), en un vaso de precipitados al cual se le
acondicioné6 una bomba de oxigeno y se burbujedé durante 20 minutos.
Posteriormente se adicionaron los huevecillos de Artemia salina Leach, los cuales
se incubaron durante 48 horas en un bafio de agua con temperatura controlada de
28-30 °C.

5.5.2. Preparacion de las muestras

Se pesaron 20 mg de cada extracto (diclorometanico y aceténico) en un
tubo de ensayo por separado, se disolvieron en 2 mL de disolvente adecuado,
posteriormente se tomaron de cada tubo de ensayo alicuotas por triplicado de 500,
50 y 5 uL y fueron depositadas de manera independiente en tubos de ensayo y se

dej6 evaporar el disolvente a temperatura ambiente.
5.5.3. Bioensayo®’

Pasado el tiempo de incubacién descrito en el punto 5.5.1 se depositaron
10 larvas de A. salina en cada uno de los tubos conteniendo la muestra por
evaluar y se aford hasta tener un volumen final de 5 mL con la soluciéon de agua

de mar, obteniendo asi concentraciones finales de 1000, 100 y 10 pg/mL.; se

% Meyer, B., et al. (1982). “Brine shrimp: a convenient general bioassay for active plant constituents”. 45: 31-4
% Mc Laughlin, J., et al. (1991). “Bench-top bioassay for the discovery of bioactive natural products: an
uPdate”. 9: 383-409.

" Teng, W.S. (1993). “Bioactive Natural Products: Toxicity Testing Using the Brine Shrimp: Artemia salina’. pp.
441-457.
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dejaron las larvas 24 horas en contacto con la muestra a 28 °C. Posteriormente se
contaron los crustaceos sobrevivientes y el resultado se expresé por medio de la
CLso (el calculo se realizé utilizando gréaficas en excel, graficando organismos

vivos y muertos acumulados vs el logaritmo de la concentracion).
5.6 Reaccion general de acetilacion®®

A 100 mg de compuesto o fraccion se adicionaron 1.0 mL de anhidrido
acético y 0.3 mL de piridina a temperatura ambiente y se dej6é con agitacion
magneética durante 24 h. Transcurrido el tiempo de reaccion se anadieron 5.0 g de
agua/hielo y se acidulé con una solucién de HCI al 10%. Posteriormente se extrajo
con tres porciones de 15 mL de acetato de etilo. La fase organica se extrajo con
tres porciones de 5 mL de solucion saturada de NaHCOs; y se lavd dos veces con
porciones de 5 mL de HxO; finalmente el extracto organico se sec6 con Na,SO4

anhidro y por evaporacion del disolvente se obtuvieron los productos acetilados.
5.7 Metilacion de acidos grasos

Se colocaron 20 mg de compuesto o fraccidén en un tubo con tapén de rosca
de 20 mL al cual se adicionaron 2 mL de KOH al 5% en metanol y la mezcla se
someti6 a calentamiento en Bafo Maria a 80 °C durante una hora en tubo cerrado.
Al cabo de este tiempo se anadieron 2 mL de HCI al 10% en metanol y 100 uL de
BFs. La mezcla se calenté en Bano Maria a 80 °C por una hora adicional. La
mezcla de la reaccién se dejoé enfriar y se agregaron 4 mL de agua destilada y se
sometié a un proceso de particion con mezcla tolueno:hexano (8:2). Se agité en
vértex durante 1 min. y se separé la fase organica, la cual se concentrd a presiéon

reducida hasta sequedad.

%8 Shriner, R., et al. (1997). “Identificacion Sistematica de Compuestos Organicos”. p. 269.
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5.8 Analisis quimico del extracto diclorometanico

5.8.1 Fraccionamiento cromatografico

Se adsorbieron 174.9 g del extracto diclorometanico en 100 g de silica gel,
y se aplicaron a una columna cromatografica abierta de vidrio conteniendo 1 kg.
de silica gel. La muestra se eluy6 (recolectando fracciones de 400 mL cada una),
con mezclas de hexano/AcOEt de polaridad creciente, posteriormente con
mezclas de CHCls/acetona en proporciones de menor a mayor polaridad y
finalmente con una mezcla de CHCl3/MeOH y MeOH 100%. Las fracciones
obtenidas (261 fracciones) fueron agrupadas de acuerdo a la similitud que
presentaban sus caracteristicas cromatogréaficas en capa fina, obteniéndose 20

fracciones las cuales se muestran en la Tabla 2.

Tabla 2. Fraccionamiento cromatografico del extracto diclorometanico

Sistema de elucion Fracciones Clave | Cantidad (g)
recolectadas

Hexano, Hex/AcOEt 3-28 FD-1 1.118
Hexano/AcOEt 29-31 FD-2 0.108
Hexano/AcOEt 32-44 FD-3 7.841
Hexano/AcOEt 45-55 FD-4 0.784
Hexano/AcOEt 56-64 FD-5 3.090
Hexano/AcOEt 65-67 FD-6 0.996
Hexano/AcOEt 68-79 FD-7 1.254
Hexano/AcOEt 80-105 FD-8 2.213
Hexano/AcOEt 106-114 FD-9 2.394
Hexano/AcOEt 115-124 FD-10 2.866
Hexano/AcOEt 125-137 FD-11 1.703
Hexano/AcOEt 138-145 FD-12 1.912
Hexano/AcOEt 146-154 FD-13 1.623
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Tabla 2. Fraccionamiento cromatografico del extracto diclorometanico

(continuacién)

Hexano/AcOEt 155-165 FD-14 1.417
Hexano/AcOEt 166-175 FD-15 1.766
Hexano/AcOEt, AcOEt 176-196 FD-16 3.773
AcOEt 197-206 FD-17 1.979
CHCI3, CHCIls/Acetona 207-241 FD-18 2.539
CHCls/Acetona, Acetona, 242-246 FD-19 0.725
MeOH/CHCI3, MeOH
MeOH 247-261 FD-20 2.017

5.8.2 Aislamiento y purificacion de la mezcla de acidos grasos

La fraccién FD-3 de la columna cromatografica, eluida con hexano/AcOEt
90:10 se metilé por el procedimiento descrito en el punto 5.7 y el producto se
analizé por espectrometria de masas acoplado a cromatografia de gases
(CG/EM). Se identificaron los ésteres metilicos de los &cidos grasos que
componen el extracto cuyas caracteristicas espectroscopicas se muestran en la

pagina 38.

5.8.3 Aislamiento y purificacion del acido ursélico (6)

De la fraccién primaria FD-13 de la columna cromatografica, eluida con
hexano/AcOEt 55:45 precipitdé un sélido verde que fue lavado repetidas veces con
hexano y posteriormente con AcOEt para dar un polvo verde claro que se separé y
lavé con acetona. Este sdlido se recristalizé de MeOH RA dando un polvo blanco
que fue caracterizado como acido ursélico de acuerdo a sus caracteristicas fisicas

y espectroscopicas, mismas que se muestran en la pagina 40.
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5.9 Analisis quimico del extracto aceténico

5.9.1 Fraccionamiento cromatografico y por particion

90 g del extracto aceténico de V. carolina fueron disueltos en 1 L de agua

destilada con calentamiento moderado. Una vez disuelto, el extracto se dejo

enfriar y se filtr6. El filirado fue particionado sucesivamente con hexano (6 x 250
mL), AcOEt (10 x 250 mL) y n-BuOH (8 x 250 mL). El extracto n-butandlico fue
llevado a sequedad (13.92 g) y aplicado a una columna cromatogréfica (231.0 g de

silica-gel) empleando para la elucion mezclas de polaridad creciente de
CHCI3/MeOH, segun se indica en la Tabla 3.

Tabla 3. Fraccionamiento cromatografico del extracto n-butandlico

Sistema de elucion Fracciones Clave | Cantidad (g)
recolectadas

CHCI; 1-5 FA-1 0.001
CHCI3/MeOH 6-11 FA-2 0.093
CHCl3/MeOH 12-13 FA-3 0.214
CHCI3/MeOH 14-19 FA-4 0.680
CHCl3/MeOH 20-24 FA-5 1.114
CHCl3/MeOH 25-27 FA-6 0.191
CHCl3/MeOH 28-32 FA-7 0.673
CHCl3/MeOH 33-41 FA-8 0.926
CHCI3/MeOH 42-47 FA-9 0.282
CHCl3/MeOH 48-62 FA-10 2.448
CHCl3/MeOH 63-69 FA-11 1.040
CHCl3/MeOH 70-76 FA-12 1.692
CHCl3/MeOH 77-96 FA-13 0.717
CHCl3/MeOH 97-102 FA-14 0.204

MeOH 103-110 FA-15 0.055
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5.9.2 Aislamiento y purificacion de la hispidulina (7)

De la fraccion primaria FA-4 de la columna cromatogréfica, eluida con
CHCI3/MeOH 90:10 se obtuvo espontaneamente por precipitacion un polvo de
color verde que fue purificado por recristalizacion con EtOH dando un precipitado
amarillo. Posteriormente se acetilé por el procedimiento descrito en el punto 5.6 y
fue caracterizado como hispidulina de acuerdo a sus caracteristicas fisicas y
espectroscopicas, las cuales se muestran en la pagina 42.

5.9.3 Aislamiento y purificacion de la verbenalina (8)

De la fraccion primaria FA-8 de la columna cromatogréfica, eluida con
CHCI3/MeOH 85:15, cristaliz6 espontdneamente un producto de color blanco que
fue purificado por recristalizacién con una mezcla de CHCIs/MeOH 85:15. El
producto de la recristalizacion fue separado de las aguas madres y lavado con
EtOH R.A. De acuerdo a sus caracteristicas fisicas y espectroscopicas se
caracteriz6 como verbenalina (pagina 44).

5.9.4 Aislamiento y purificacion del hastatésido (9)

Se intentdé separar los componentes de la fraccién primaria FA-9 de la
columna cromatografica, eluida con CHCIls/MeOH 85:15 usando cromatografia en
placa preparativa de silice (acetona:AcOEt 50:50). Este método no resulté efectivo
ya que el rendimiento era casi nulo debido a que gran parte de los compuestos no
se desadsorbian satisfactoriamente de la gel de silice con mezcla acetona:AcOEt
50:50 en agitacion constante. Por lo que se decidié desarrollar una CC con esta
fraccion del modo siguiente. 400 mg de la fraccion primaria FA-9 se adsorbieron
en 200 mg de silica gel, la mezcla se dej6 secar a temperatura ambiente por 24 h.
Lo anterior se aplicd a una columna cromatografica abierta de vidrio conteniendo 4
g de silica gel. Eluyendo con AcOEt y finalmente se lavé con MeOH, recolectando
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fracciones de 50 mL cada una, las fracciones secundarias obtenidas (29
fracciones) fueron agrupadas de acuerdo a la similitud que presentaban sus
caracteristicas cromatograficas en capa fina, obteniéndose 6 fracciones

secundarias las cuales se muestran en la Tabla 4.

Tabla 4. Fraccionamiento cromatografico de la fraccion FA-9

Sistema de elucion Fracciones Clave | Cantidad (g)
recolectadas
AcOEt 1 FH-1 0.063
AcOEt 2 FH-2 0.037
AcOEt 3-16 FH-3 0.124
AcOEt 17-23 FH-4 0.082
AcOEt 24-27 FH-5 0.019
MeOH 28-29 FH-6 0.056

De la fraccion secundaria FH-4 de la columna cromatografica, eluida con
AcOEt 100% se obtuvo espontaneamente un sélido de color ambar el cual de
acuerdo a sus caracteristicas fisicas y espectroscopicas se caracteriz6 como

hastatésido (pagina 49).
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

La utilizacién de plantas medicinales en nuestro medio, y el hecho de que
en gran cantidad de vegetales se encuentren principios activos empleados en el
tratamiento de diversas enfermedades, ha incrementado el interés por su estudio.
El andlisis fitoquimico de un material vegetal es una medida necesaria para aislar
componentes quimicos de las plantas que en muchas ocasiones pueden ser los
responsables de las actividades bioldgicas atribuidas a éstas. En México, Verbena
carolina L. es utilizada en el tratamiento de la diarrea, el vomito, contra la caspa,
alergias y dermatitis principalmente. Por esta razon los siguientes, son los
resultados del trabajo fitoquimico y biolégico preliminar para conocer los
contenidos quimicos de la planta medicinal V. carolina L. y su comportamiento

bioldgico preliminar.

6.1 Determinacion de la actividad antimicrobiana por medio del analisis de la

concentraciéon minima inhibitoria (CMI, mg/mL).

Se determind la actividad antimicrobiana de los extractos diclorometénico y
acetonico utilizando cepas de microorganismos Gram (+) y Gram (-), asi como en
hongos levaduriformes y filamentosos representativos. Los resultados de CMI
obtenidos para cada uno de los extractos se muestran en la Tabla 5.

Tabla 5. Determinacion de la CMI de los extractos diclorometanico y acetdnico

obtenidos de la planta Verbena carolina L.

Valores de CMI (mg/mL)
Extracto Sa Ef Ec St Ca Tm Tr
Diclorometanico 1.5 1.5 3.0 3.0 1.5 0.7 0.7
Acetdnico 3.0 1.5 3.0 1.5 0.7 0.7 0.7
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Sa: Staphylococcus aureus; Ef: Enterococcus faecalis; Ec: Escherichia coli; St:
Salmonella typhi; Ca: Candida albicans; Tm: Tricophyton mentagrophytes; Tr:

Tricophyton rubrum.

Como se observa en la tabla 5, los extractos aceténico y diclorometanico de
hojas y tallos de Verbena carolina L., denotan importante actividad inhibitoria

contra hongos dermatofitos.

El extracto diclorometanico ademas resulté con actividad inhibitoria para el
crecimiento de bacterias Gram positivas como Staphylococcus aureus,
Enterococcus faecalis y para hongos levaduriformes como Candida albicans,
mientras que para el caso del crecimiento de las bacterias Gram negativas
Escherichia coliy Salmonella typhi, la actividad inhibitoria fue minima.

Por lo que respecta al extracto acetonico, los resultados indican una buena
actividad inhibitoria contra Candida albicans y considerable actividad inhibitoria
contra Enterococcus faecalis y Salmonella typhi, mientras que para
Staphylococcus aureus 'y Escherichia coli, la actividad inhibitoria fue minima.

6.2 Determinacion de la actividad toxica de los extractos en el crustaceo

Artemia salina

El bioensayo de toxicidad al crustaceo Artemia salina, es de caracter
general y es util en los procedimientos fitoquimicos para correlacionar con las
actividades bioldgicas como citotoxicidad in vitro para células cancerigenas,
actividad antihelmintica y actividad antipaltdica,® por lo cual y a pesar de que el
estudio se enfocd a la actividad antimicrobiana, se realizd el de toxicidad por su
accesibilidad, asi los extractos diclometanico y acetonico se analizaron con este

ensayo con la finalidad de extender la perspectiva de estudio de la planta.

% Mata, R. (2000). Curso Teotrico de Farmacognosia, 22 version. UNAM. México. p. 11.
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Los resultados del bioensayo con los extractos crudos presentaron una
concentracion letal media mayor a 1000 ug/mL (Tabla 6), lo cual se considera
inactivo para un extracto o una fraccion proveniente de una planta, de acuerdo a

los protocolos internacionales.®

Tabla 6. CLs de los extractos diclorometanico y aceténico

Extractos Conc. | No. de sobrevivientes No. de muertos Clsg
(ng/mL) (ng/mL)
Extracto 1000 9/10 8/10 9/10 | 1/10 | 2/10 | 1/10

diclorometanico| 100 | 10/10 | 9/10 | 9/10 | 0/10 | 1/10 | 1/10 | >1000
10 10/10 | 10/10 | 10/10 | 0/10 | 1/10 | 1/10
Extracto 1000 | 10/10 | 10/10 | 10/10 | 0/10 | 0/10 | 0/10
acetonico 100 9/10 | 10/10 | 9/10 | 1/10 | 0/10 | 1/10 | >1000
10 10/10 | 10/10 | 10/10 | 0/10 | 0/10 | 0/10

6.3 Analisis quimico y bioldgico del extracto diclorometanico

6.3.1 Evaluacion de la actividad antimicrobiana del fraccionamiento primario

Tabla 7. Evaluacién de la CMI de las fracciones primarias

Fraccion CMI (mg/mL)

probada Sa Ef Ec Pa St Ca Tm Tr
FD-2 >1 >1 >1 >1 >1 >1 >1 >1
FD-3 >1 >1 >1 >1 >1 >1 0.250 | 0.250
FD-4 0.5 0.5 >1 >1 >1 0.5 | 0.125 | 0.125
FD-5 0.5 0.5 1.0 1.0 1.0 1.0 | 0.125 | 0.125
FD-6 0.5 0.5 1.0 1.0 1.0 1.0 | 0.062 | 0.062

% Anderson, J.E., et al. (1991). “A Blind Comparison of Simple Bench-top Bioassays and Human Tumor Cell
Citotoxicities as Antitumor Prescreens”. 2: 107-111
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Tabla 7. Evaluacién de la CMI de las fracciones primarias (continuacion)
FD-13 0.250 | 0.5 >1 >1 >1 0.5 | 0.250 | 0.125
FD-20 >1 >1 >1 >1 >1 >1 0.5 0.5
Gentamicina| 0.002 | 0.002 | 0.004 | 0.004 | 0.004 | NP NP NP
Miconazol NP NP NP NP NP NP | 0.004 | 0.004
Nistatina NP NP NP NP NP | 0.008 | NP NP

NP. No probado; Sa: Staphylococcus aureus; Ef: Enterococcus faecalis; Ec: Escherichia

coli; Pa: Pseudomonas aeruginosa; St: Salmonella typhi; Ca: Candida albicans;, Tm:

Tricophyton mentagrophytes; Tr: Tricophyton rubrum.

De acuerdo con la tabla 7, se observa que las fracciones FD-3, FD-4, FD-5,
FD-6 y FD-13 presentaron buena actividad inhibitoria contra hongos dermatofitos,

siendo la fraccién FD-6 la de mayor potencial antifungico.

Se observdé ademas que las fracciones FD-4, FD-5, FD-6 y FD-13
mostraron actividad inhibitoria frente a S. aureus y E. faecalis, siendo la fraccion
FD-13 la que mayor potencial de inhibicion present6 contra S. aureus. Para el
resto de las cepas bacterianas utilizadas (E. coli, P. aeruginosa y S. typhi) las

fracciones con una mejor actividad inhibitoria fueron FD-5y FD-6.

Con respecto a la actividad inhibitoria contra C. albicans, los resultados
muestran que las fracciones FD-4 y FD-13 tuvieron la mayor actividad inhibitoria.

La actividad mostrada por la fraccién FD-13 contra C. albicans y S. aureus

asi como la presentada por la fraccion FD-3 frente a hongos dermatofitos justifica

el estudio posterior para reconocer las moléculas alli presentes.
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6.3.2 Aislamiento e identificacion de la mezcla de acidos grasos

La fraccion primaria FD-3 de aspecto aceitoso, se analizd por IR,
observandose bandas para vibraciones de C-H y de carboxilo, sugiriendo la
presencia de acidos grasos por lo que se sometié a una reaccién de metilacion
con MeOH y BF3 para posteriormente analizarse por CG/EM, lograndose
identificar los ésteres metilicos de los siguientes acidos grasos que componen la

fraccién (Figura 7), por comparacion de sus respectivos espectros de masas con

la base de datos del equipo:

- Acido hexadecanoico (1)

- Acido octadecanoico (2)

- Acido (Z,2) 9,12- octadecadienoico (3)

- Acido (Z.Z,2) 9,12,15- octadecatrienoico (4)
- Acido eicosanoico (5)

o

L Ji§ i
x’\&,.-—**‘“\x,,a-‘ oH x”‘x\v_,f-‘whf,% ~OH rﬁ,%/mhw/fh/J\CH
e x| e N N N N
- Acido octad ico (2) A
. , cido octadecanoico Acido (Z,2) 9,12-
Acido hexadecanoico (1) (estearico) octadecadienoico (3)
(palmitico)
O
P N N ,jx O lk
f| ’“&wf’m,f’“\«f o
H I N i N

Acido (Z,2,2) 9,12,15- octadecatrienoico (4) Acido eicosanoico (araquidico) (5)

Figura 7. Estructura de los 4cidos grasos contenidos en la fraccion FD-3
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El analisis espectroscopico y espectrométrico de la fraccion FD-3 metilada
(Cuadro 1) mostré en el IR una pequefia sefial en 3470 cm™, asignada a grupos
hidroxilos presentes en la molécula; metilos, metilenos y metinos en 2925, 2854,
1463y 1377 cm™', cadena de metilenos en un niimero mayor a cuatro en 721 cm™,
carboxilo de éster en 1746 cm™ y vibracién carbono-oxigeno en 1100 cm™.

El perfil en el espectro de masas de estos compuestos presentd un patrén
de decaimiento progresivo en la intensidad de las sefiales adyacentes, este tipo de
fragmentacién es tipico de acidos grasos de cadena larga. Por otra parte, el
espectro de masas (Espectros 3, 4, 5y 7) confirmd el peso molecular de cada
especie, asi como la pérdida en todos los casos de 31 unidades de masa,
correspondientes al i6n CH3-O- salvo en el compuesto (4), con la pérdida del
fragmento CH3-CH»>- (Espectro 6) y la pérdida sucesiva en todos ellos de 14

unidades de masas de los grupos metileno.

Cuadro 1. Constantes espectroscopicas y espectrométricas de la fraccion FD-3

sometida a metilacién

R Vmax. (pastilla) cm™': 3470, 2925, 2854, 1746, 1463, 1377, 1100,
(Espectro 1):  |721.

CG/EM (1) m/z (int. rel.): 270 [M*] (6), 239 (6), 227 (17), 199 (4), 185 (6), 171
t.r.=14.07 min. | (4), 157 (2), 143 (26), 129 (11), 115 (2), 97 (9), 87 (96), 74 (100), 69
(Espectro 3): |(15), 55 (19).

CG/EM (2) m/z (int. rel.): 298 [M*] (11), 267 (6), 255 (19), 241 (2), 199 (9), 185
t.r.=16.01 min. [ (2), 171 (1), 157 (2), 143 (23), 129 (9), 111 (2), 97 (6), 87 (91), 74
(Espectro 4): |(100), 55 (13).

CG/EM (3) m/z (int. rel.): 294 [M™] (6), 263 (9), 236 (2), 220 (2), 191 (2), 178 (4),
t.r.=15.72 min. | 164 (6), 149 (11), 135 (13), 121 (15), 109 (30), 95 (79), 81 (96), 67
(Espectro 5): | (100), 59 (9), 55 (43).

CG/EM (4) |m/z (int. rel.): 292 [M*] (4), 264 (19), 249 (1), 236 (9), 222 (11), 191
t.r.=15.80 min. | (4), 180 (6), 163 (6), 149 (15), 135 (19), 121 (28), 108 (53), 95 (89),
(Espectro 6): |87 (32), 79 (100), 74 (32), 67 (83), 59 (13), 55 (66).
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Cuadro 1. Constantes espectroscopicas y espectrométricas de la fraccion FD-3
sometida a metilacion (continuacion)

CG/EM (5) m/z (int. rel.): 326 [M*] (2), 295 (1), 283 (4), 241 (1), 227 (1), 199 (2),
t.r.=17.76 min. | 185 (2), 143 (15), 129 (4), 111 (2), 97 (6), 87 (77), 83 (6), 74 (100),
(Espectro 7): |57 (17), 55 (17).

6.3.3 Aislamiento e identificacion del acido ursélico (6)

El producto recristalizado de la fraccion primaria FD-13 mostré pureza
cromatogréfica (acetona/AcOEt 5:5, R.f. 0.5) y fue identificado como acido ursélico
(Figura 8) de acuerdo a sus caracteristicas espectroscopicas y espectrométricas

(Cuadro 2) que se refieren a continuacion.

Figura 8. Estructura del 4cido ursoélico

En el espectro IR, se observan una banda ancha a 3453 cm™, que se
asocié a la presencia de grupos hidroxilo. Dos bandas intensas en 2927 y 2872
cm’ tipicas para la vibracién de grupos carbono-hidrégeno alifaticos, ademas de
bandas en 1456 y 1378 que corroboran la presencia de grupos metilo, metileno y
metino en la molécula y una banda intensa en 1696 cm™ correspondiente a la

presencia de un grupo carboxilo de &cido.
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El espectro de RMN-"H evidencié cinco sefiales de metilos angulares en &

1.25, 1.08, 0.98, 0.95 y 0.92, tipicos de una estructura terpenoide y dos metilos

adicionales observados como dobletes en 6 0.85 y 0.79. Ademas mostr6 un

triplete en & 5.25 correspondiente a un hidrogeno vinilico trisustituido y un

hidrogeno de grupo hidroxilo en 6 3.22.

Su espectro de RMN-'3C, muestra la presencia de 30 sefiales atribuidas a

los carbonos de un compuesto de naturaleza triterpénica. Estas sefnales en su

espectro DEPT se pueden adjudicar a siete carbonos primarios (-CHs), nueve

secundarios (-CH»), siete terciarios (-CH) y seis carbonos cuaternarios (-C). La

comparacion de estas caracteristicas con las publicadas en la literatura confirmo la

identidad del &cido ursélico para el compuesto 6.

Cuadro 2. Constantes espectroscopicas y espectrométricas del &cido ursélico

p.f. 270-280 °C

F.M Ca30H4g03

IR Vmax. (pastilla) cm™: 3453, 2927, 2872, 1696, 1456, 1378, 1029,
(Espectro 8): | 997.

RMN-'H 400 MHz, CDCls, &: 5.25 (1H, t, J=3.6 Hz, H-12), 3.22 (1H, dd,

(Espectro 9):

J=11.0, 4.6 Hz, H-3), 2.18 (1H, d, J=10.8 Hz, H-18), 1.25, 1.08,
0.98, 0.95 y 0.92 (cada uno 3H, s, H-26, 24, 23, 27, 25), 0.85 (3H,
d, J=6.8 Hz, H-30) y 0.79 (3H, d, J=4.4 Hz, H-29)

RMN-°C
(Espectro 10):

400 MHz, CDCls, &: 181.7 (C-28), 138.0 (C-13), 125.9 (C-12),
79.1 (C-3), 55.3 (C-5), 52.8 (C-18), 48.0 (C-17), 47.6 (C-9), 42.1
(C-14), 39.6 (C-8), 39.1 (C-19), 38.9 (C-1), 38.8 (C-4), 38.7 (C-
20), 37.1 (C-10), 36.8 (C-22), 33.0 (C-7), 30.7 (C-21), 29.8 (C-15),
28.2 (C-23), 28.1 (C-27), 27.3 (C-2), 24.3 (C-16), 23.4 (C-29),
21.3 (C-30), 18.4 (C-6), 17.2 (C-11), 17.1 (C-26), 15.7 (C-25),
15.6 (C-24).
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6.4 Analisis quimico del extracto aceténico
6.4.1 Aislamiento e identificacion de la hispidulina (7)

El compuesto recristalizado de la fraccion primaria FA-4 mostré pureza
cromatogréfica (hexano/AcOEt 2:8, R.f. 0.7) y su absorcion en el UV de onda larga
(color azul) fue la tipica para un compuesto de naturaleza flavonoide, identificado

como hispidulina (Figura 9).
HO __;_,_;_-"“H_\_H ____.-fcl*-\-., -"”"*-: =
T,

OH O

-

CH20

Figura 9. Estructura de la hispidulina

Sus caracteristicas espectroscopicas y espectrométricas se muestran en el
Cuadro 3, en el cual resaltan las siguientes. El espectro IR mostré bandas
caracteristicas para grupos —OH, en 3340 cm™', metoxilo en 2942 y 2839 con sus
sefiales de corroboracion en 1495, 1371, 1251, 1178 y 1096 cm™ y el carbonilo del
grupo cromona en 1653 cm™. El espectro de RMN-'H fue realizado en DMSO-ds
dada la insolubilidad del compuesto en otros disolventes organicos. En 7.9 se
observo un doblete que integré para dos hidrégenos y en 6 6.91 otra sefal similar
con la misma constante de acoplamiento que sefnal6 la presencia de hidrégenos
de tipo A2Xo, asignados a H-2', H-6' y H-8, H-5" en un sistema aroméatico para
disubstituido. En 6.74 ppm una sefnal singulete que integré para un hidrégeno se
asignoé a la posicion 3 del flavonoide y al haber una sola sefal remanente en 6.58
que integré para un hidrégeno (H-8), se dedujo que el anillo “A” del flavonoide
permanecia trisubstituido con funciones oxigenadas.
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El espectro de RMN-'3C permite confirmar la localizacién del enlace C-2
(163.6 ppm) con un radical fenilo. La posicién del metoxilo en el anillo “A” se infirié
mediante sus correlaciones en el espectro NOESY (Espectro 16) con ambos
hidroxilos en 5 y 7 estableciéndose su posicion en 6. Los espectros HMBC
confirman la presencia de grupos C-OH bencénicos en 152.6, 152.2 y 161.0 ppm
en C-5, C-7 y C-4" respectivamente.

El espectro de masas (Espectro 18) confirmé el peso molecular de la

hispidulina.

Cuadro 3. Constantes espectroscopicas y espectrométricas de la hispidulina

p.f. 277-281 °C

F.M C16H1206

UV(Espectro12) | Amax (MeOH), nm, 273 y 333

IR Vma. (pastilla) cm': 3340, 2942, 2839, 1653, 1609, 1582, 1495,

(Espectro 13): | 1371, 1251, 1178, 1096, 828.

RMN-'H 500 MHz, DMSO-ds, : 7.90 (2H, d, J=8.5 Hz, H-2", H-6"), 6.91
(Espectro 14): | (2H, d, J=9.0 Hz, H-3", H-5"), 6.74 (1H, s, H-3), 6.58 (1H, s, H-8)
y 3.73 (3H, s, O-CHa)

RMN-"3C 300 MHz, DMSO-dg, §: 181.9 (C-4), 163.6 (C-2), 161.0 (C-4"),
(Espectro 15): | 157.1 (C-9), 152.6 (C-5), 152.2 (C-7), 131.2 (C-6), 128.3 (C-2" y
C-67), 121.1 (C-1), 115.8 (C-3" y C-57), 103.9 (C-10), 102.3 (C-
3), 94.1 (C-8), 59.8 (O-Me).

CG/EM m/z (int. rel.): 301 [M*] (28), 300 (17), 289 (7), 171 (5), 165 (8),
t.r.=0.22-0.45 155 (21), 154 (58), 81 (51), 71 (52), 69 (80), 57 (95), 55 (100).
min.
(Espectro 18):
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6.4.2 Aislamiento e identificacion de la verbenalina (8)

El producto recristalizado de la fraccién primaria FA-8 mostré6 pureza
cromatografica (acetona/AcOEt 5:5, R.f. 0.4) y absorcion en el UV. Fue
identificado como verbenalina (Figura 10) de acuerdo a sus caracteristicas

espectroscopicas y espectrométricas (Cuadro 4) que se discuten a continuacion.

11
COOMe

Figura 10. Estructura de la verbenalina

El compuesto 8 present6 un p.f. de 180-183 °C con absorcion en el
espectro UV (Espectro 19) Amax (MeOH) a 236 nm. Esta absorcién de la molécula

se relaciond con la presencia de dobles enlaces conjugados en ella. El valor de

rotacién éptica obtenido para este producto fue []*°p:-176.5° (¢, 9.5, MeOH).

Comparando este resultado con la bibliografia ( [0*°p:-173° (c, 3.98, H,0))°",

reveld la S como su configuracion absoluta.

El espectro IR (Espectro 20) revel6 una banda ancha de gran intensidad en
3358 cm™, que se asocid a la presencia de grupos hidroxilo. Dos bandas intensas
en 2911 y 2898 cm™ fueron tipicas para la vibracion de grupos carbono-hidrégeno
alifaticos, ademas de bandas en 1444 y 1360 que corroboran la presencia de
grupos metilo, metileno y metino en la molécula, una banda intensa en 1738 cm”
se relaciond con el grupo carbonilo de una cetona y del carboxilo del éster a,f3-
insaturado; la banda intensa en 1694 cm™ corresponde al doble enlace de este

ultimo.

® Biichi, G., et al. (1962). “Constitution of Verbenalin”. 18: 1049-1059.
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El espectro de RMN-'H (Espectro 21) evidencié seis sefiales para grupos
metino a 4.64, 3.86, 3.36, 3.28, 3.26 y 3.21 ppm, adicionalmente el espectro de
RMN-"3C manifesté resonancias de grupos CH en 100.6, 78.4, 78.0, 74.7, 71.6 y
62.8 ppm, mostrando claramente la presencia de una B-D-glucosa. En oy 1.23 se
aprecié un doblete que integré para tres hidrégenos, lo que indica un metilo
asignado en C-8. Sefales protonicas correspondientes a un sistema conjugado
enol-eter (8y 7.44, H-3) y un grupo carbometoxilo en dy 3.70 fueron observadas.
Ademas de estas senales, un carbono cuaternario en d¢c 105.5 (C-4) se asigné a
un carbono base de dos oxigenos. Las sefnales en 153.8 y 105.5 ppm
relacionadas un hidrégeno vinilico establece la presencia de un doble enlace

asignado entre C-3 y C-4.

En el espectro COSY (Espectro 23) se observan senales de correlacion
entre H-1 y H-9, y H-9 con H-8, mientras que H-5 es vecino de H-9, y H-8 es
vecino tanto de H-8 como de H-9.

El esqueleto iridoide fue confirmado a través de los datos de los

desplazamientos COSY, HETCOR y HETCOR a largo alcance (Espectros 23, 24 y
25).

Cuadro 4. Constantes espectroscopicas y espectrométricas de la verbenalina

p.f. 180-183 °C (180-183C lit.)

F.M C17H24010

[0]%%p -176.5

UV(Espectro19) | Anax (MeOH), nm, 236

IR Vmax. (pastilla) cm™: 3358, 2911, 2898, 1738, 1694, 1645, 1444,

(Espectro 20): | 1407, 1360, 1251, 1100, 1075, 1032, 992, 953, 910, 887, 871,
853, 816, 794, 769, 687.
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Cuadro 4. Constantes espectroscopicas y espectrométricas de la verbenalina

(continuacién)

RMN-"H
(Espectro 21):

300 MHz, MeOD, &: 7.44 (1H, d, J=1.2 Hz, H-3), 5.21 (1H, d, J=7.2
Hz, H-1), 4.64 (1H, d, J=7.8 Hz, H-1"), 3.86 (1H, dd, J=11.85, 2.1
Hz, Ha-6"), 3.70 (3H, s, O-Me), 3.61 (1H, dd, J=11.85, 6.0 Hz, Hy-
6'), 3.60 (1H, dd, J=12, 6.0 Hz, H-7), 3.48 (1H, dm, J=8.1 Hz, H-5),
3.36 (1H, m, H-3"), 3.28 (1H, m, H-5"), 3.26 (1H, m, H-4"), 3.21
(1H, dd, J=10.35, 3.9 Hz, H-2"), 2.48 (1H, m, H-8), 2.19 (1H, m, H-
9)y 1.23 (3H, d, J=6.9 Hz H-10)

RMN-"°C
(Espectro 22):

300 MHz, MeOD, &: 215.7 (C-6), 168.8 (C-11), 153.8 (C-3), 105.5
(C-4), 100.6 (C-17), 97.1 (C-1), 78.4 (C-5"), 78.0 (C-3"), 74.7 (C-2),
71.6 (C-4'), 62.8 (C-6"), 51.9 (O-Me), 45.6 (C-9), 43.7 (C-7), 43.6
(C-5), 29.9 (C-8), 20.6 (C-10).

6.4.2.1 Analisis estructural por difraccion de rayos X de la verbenalina (8)

Los datos cristalinos y el refinamiento de la estructura se muestran en la

Tabla 8, mientras que el resto de los parametros cristalograficos aparecen en la

parte de Anexos (Tablas 10, 11y 12.)

La estructura fue resuelta utilizando el método directo, y el refinamiento se

realiz6 por el método de minimos cuadrados para la matriz total en (F?). La

disposicion molecular y la asignacion de numeros a los diferentes atomos se

puede observar en la Figura 11.
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Figura 11. Estructura molecular de la verbenalina

De acuerdo a los parametros cristalinos mostrados en la tabla 8 es posible
afirmar que la estructura molecular obtenida corresponde a un sistema cristalino
monoclinico. Los parametros geométricos de la molécula son sustancialmente
como se esperaban y la configuracion mostrada en la figura 11 se ajusta con una
disposicion biciclica caracteristica de un compuesto de tipo iridoide. La distancia
C(sp®)-C(sp°) [1.526(6) A] es la misma [1.526(3) A] indicada por Rajnikant®? para
la verbenalina; la longitud del enlace C(sp®)-C(sp?) [1.510(5) A] es casi la misma

[1.509(3) A] ®%; la distancia del enlace C(sp®-O [1.414(5) A] concuerda con el valor

62 Rajnikant, et al. (1998). “Crystal stucture of 1a-(B-D-glucopyranosyloxy)-1,4aa,5,6,7,7aa-hexahydro-7a-
methyl-5-oxocyclopenta[c]pyran-4-carboxylic acid methyl ester (verbenalin)” 43(3): 487-492

% Rajnikant. op cit.
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teérico [1.426(5) A]®* y la longitud de enlace C(sp?)=0 [1.195(6) A] es casi la

misma (1.198 A) que la encontrada en cetonas y ésteres.

La estructura molecular evidencia una conformacién de silla para el anillo

glucopiranosil, en donde la suma de puentes de hidrégeno intra e intermoleculares

O-H---O y C-H---O contribuyen a la estabilidad de la estructura cristalina.

Tabla 8. Datos cristalinos y estructurales refinados para verbenalina

Férmula empirica
Peso molecular
Temperatura
Longitud de onda
Sistema cristalino
Grupo espacial

Dimensiones de la celda elemental

Volumen

Z

Densidad (calculada)
Coeficiente de absorcion
F(000)

Tamarno del cristal
Intervalo de 6

Intervalo de los indices
Reflexiones recolectadas

C17H24010
388.36 g/mol
293(2) K
0.71073 A
Monoclinico
P21
a=5.7470(5) A
b=8.1850(5) A
c=19.501(3) A
908.31(16) A®
2

1.420 mg/m®
0.118 mm"
412

0.3402 x 0.2991 x 0.2079 mm?®
3.16 a 28.33°

-5<=h<=7, -8<=k<=10,-21<=1<=24
4034

=902
=98.034(7)°
v=90°

% Sutton, L.E. (1965). “Tables of Interatomic Distances and Configuration in Molecules and lons”.

(Supplement). The Chemical Society, London.
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Tabla 8. Datos cristalinos y estructurales refinados para verbenalina (continuacion)

Reflexiones independientes 2502 [R(int) = 0.0196]
Porcentaje de reflexiones a 6 =25.00° 93.4%

Transmisién méaxima y minima 1y 0.92351

Método de refinamiento Minimos cuadrados en F?-matriz completa
Datos / restricciones / parametros 2502 /1 /246

Bondad de ajuste en F? 1.239

indice R final [I>2sigma(l)] R1 =0.0500, wR2 = 0.1096

indice R (todos los datos) R1 = 0.0606, wR2 = 0.1146

Parametro de la estructura absoluta  -1.2(18)
Diferencia mas grande entre maximo 0.227 y —0.229 e A®

y minimo

Por las consideraciones anteriores, la estructura para el compuesto 8
corresponden al éster metilico del acido 1a-(B-D-glucopiranosiloxi)-
1,4a0,5,6,7,7aa-hexahidro-7a-metil-5-oxociclopentano|[c]pirano-4- carboxilico

(verbenalina)
6.4.3 Aislamiento e identificacion del hastatésido (9)

El sélido de la fraccion secundaria FH-4 mostr6 pureza cromatogréafica
(acetona/AcOEt 5:5, R.f. 0.1) y absorcion en el UV de ondas corta y larga. Fue

identificado como hastatésido (Figura 12) de acuerdo a sus caracteristicas

espectroscopicas (Cuadro 5).
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Figura 12. Estructura del hastatésido

La estructura del hastatésido es muy similar a la del compuesto 8

(verbenalina) y la uUnica diferencia espectroscopica, comparando sus espectros de
RMN ('H, ®C, COSY y HETCOR), fue la presencia de un carbono cuaternario

oxigenado en dc 74.5 (C-5) en el hastatésido. A diferencia de la verbenalina, el

compuesto 9 se presenté como un polvo amorfo.

Cuadro 5. Constantes espectroscopicas y espectrométricas del hastatésido

F.M C17H24011

UV(Espectro26) | Amax (MeOH), nm, 232

IR Vmax. (pastilla) cm’': 3381, 2957, 2926, 1753, 1710, 1621, 1440,
(Espectro 27): 1408, 1383, 1297, 1076, 932, 870, 853, 778, 686, 635.

RMN-"H 300 MHz, MeOD, &: 7.70 (1H, s, H-3), 5.94 (1H, d, J=1.8 Hz, H-

(Espectro 28):

1), 4.62 (1H, d, J=7.8 Hz, H-17), 3.91 (1H, dd, J=11.85, 2.1 Hz,
Ha-6"), 3.67 (3H, s, O-Me), 3.66 (1H, dd, J=12, 6.0 Hz, Hp-6"),
3.36 (1H, dd, J=14.8, 8.7 Hz, H-5"), 3.34 (1H, m, H-3), 3.26 (1H,
m, H-4"), 3.18 (1H, dd, J=9.15, 8.1 Hz, H-2"), 2.74 (1H, dd,
J=18.4, 9.8 Hz, Hy-7), 2.15 (1H,dd, J=12, 4.2 Hz, H-9), 2.01 (1H,
m, H-8), 1.86 (1H,dd, J=18.6, 9.8 Hz, Hy-7) y 1.19 (3H, d, J=6.3
Hz H-10)

RMN-3C
(Espectro 29):

300 MHz, MeOD, &: 211.8 (C-6), 167.1 (C-11), 156.2 (C-3),
107.1 (C-4), 100.5 (C-17), 94.6 (C-1), 78.4 (C-5'), 77.4 (C-3"),
74.5 (C-5), 74.1 (C-2), 71.4 (C-4°), 62.5 (C-6"), 53.2 (C-9), 51.6
(O-Me), 41.0 (C-7), 27.0 (C-8), 19.8 (C-10).
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6.4.4 Evaluacion de la actividad antimicrobiana de los compuestos aislados

Los compuestos 7, 8, y 9 aislados fueron ensayados en cuanto a su
potencial antimicrobiano con los microorganismos mencionados en la parte

experimental.

Tabla 9. Evaluacién de la CMI de los compuestos aislados
Compuesto CMI (mg/mL)
probado Sa Ef Ec St Ca Tm Tr
Hispidulina (7) 0.100 |>0.100|>0.100|>0.100|>0.100 | 0.012 | 0.012
Verbenalina (8) 0.100 | 0.100 |>0.100|>0.100|>0.100|>0.100 | >0.100
Hastatosido (9) 0.100 |>0.100{>0.100|>0.100|>0.100|>0.100 | >0.100

Gentamicina 0.002 | 0.002 | 0.004 | 0.004 NP NP NP
Miconazol NP NP NP NP NP 0.004 | 0.004
Nistatina NP NP NP NP 0.008 NP NP

NP. No probado
Sa: Staphylococcus aureus; Ef: Enterococcus faecalis; Ec: Escherichia coli; St:

Salmonella typhi; Ca: Candida albicans; Tm: Tricophyton mentagrophytes; Tr:

Tricophyton rubrum.

De acuerdo con la tabla 9, se aprecia que el flavonoide hispidulina resulté
activdo contra hongos dermatofitos, con un valor de CMI de 12 ug/mL, que
podemos considerar como una buena actividad antifungica y probablemente

responsable de la actividad observada en el extracto integro.

Los resultados evidencian que los iridoides ensayados aparentemente no
son muy activos frente a las bacterias y hongos probados excepto contra
Staphylococcus aureus 'y Enterococcus faecalis a una concentracién de 100 pg/mL
que es una concentracién que se considera alta, lo cual sugiere que los iridoides

como glucésidos, no tienen buena actividad antimicrobiana.
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7. RESUMEN Y CONCLUSIONES

1.

De las hojas y tallos de Verbena carolina L. se prepararon dos extractos
organicos: diclorometanico y aceténico los cuales denotaron actividad
inhibitoria para el crecimiento de bacterias Gram positivas y Gram negativas
Gram (+) y Gram (-), asi como en hongos levaduriformes y filamentosos
representativos. Del fraccionamiento de estos exiractos se obtuvieron y
elucidaron las estructuras de acidos grasos, dos iridoides glicosilados, un

flavonoide y un acido triterpénico.

Ninguno de los extractos ensayados resultd ser activo contra el crustaceo

Artemia salina Leach.

De la fraccion FD-3 del fraccionamiento primario del extracto
diclorometanico se identificaron los ésteres metilicos de los acidos grasos:
hexadecanoico (palmitico) (1), octadecanoico (esteéarico) (2), (Z,2) 9,12-
octadecadienoico (3), (£,Z,2) 9,12,15- octadecatrienoico (4) y eicosanoico
(araquidico) (5), los cuales presentaron actividad inhibitoria frente a hongos
dermatofitos. A su vez, de la fraccion primaria FD-13 se logré aislar un
compuesto de naturaleza triterpénica, identificado como acido ursélico (6),

el cual inhibié el crecimiento de C. albicansy S. aureus

El extracto n-butandlico permitié el aislamiento de la hispidulina (7) y la
verbenalina (8) por métodos cromatograficos. El compuesto 7 resultd tener
potencial antifungico al inhibir el crecimiento de los hongos dermatofitos
Tricophyton mentagrophytes y Tricophyton rubrum con valores de CMI de
12 ug/mL, mientras que el compuesto 8 aparentemente no es activo frente
a las bacterias y hongos probados excepto contra Staphylococcus aureus y
Enterococcus faecalis a una concentracion de 100 ug/mL que es una

concentracion que se considera alta.
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5. Del fraccionamiento secundario realizado a partir de la fraccion primaria

FA-9 se aislé un compuesto de naturaleza iridoidal identificado como
hastatésido (9), el cual al igual que la verbenalina (8) no tiene actividad
alguna frente a las bacterias y hongos probados excepto contra
Staphylococcus aureus a una concentracion de 100 ug/mL que es una

concentracion que se considera alta.

El andlisis quimico y biolégico de los tallos y hojas de la planta Verbena
carolina L. permitio el aislamiento e identificacidn estructural de compuestos
con potencial antimicrobiano y/o antifingico que podrian validar el uso de la

planta en la medicina tradicional mexicana.
De acuerdo a la literatura consultada, este trabajo constituye el primer

estudio quimico y biol6gico realizado a la planta medicinal Verbena carolina
L.
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8. PERSPECTIVAS

A lo largo del trabajo presentado se han puesto de manifiesto paralelamente
otras lineas futuras de investigaciéon principalmente relacionadas con los otros
usos medicinales de la planta. A continuacion se exponen las que mas interesan y

que estan relacionadas con los aspectos tratados en esta tesis:

Investigar la participacion de los extractos de V. carolina sobre la

contraccion de las células de musculo liso uterino, en estudios in vitro.

- Evaluar la actividad antiinflamatoria de los iridoides aislados (verbenalina y

hastatésido).

- Realizar pruebas de actividad antiparasitaria contra Giardia lamblia,
Entamoeba histolyticay Trichomonas hominis.

- Profundizar més en los estudios quimicos y bioldgicos de la planta a fin de
aislar y elucidar un mayor nimero de metabolitos secundarios que pudieran

resultar benéficos para la salud del ser humano.
- Debido al uso elevado de V. carolina en México y al potencial de

actividades biologicas descritas, la prospeccion de la planta en el pais es
una necesidad con vistas a desarrollar medicamentos herbolarios.
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ANEXOS

A-2. Datos cristalograficos

Tabla 10. Coordenadas atémicas (x 10%) y parametros de desplazamiento
isotropicos equivalentes (A%x 10°) para verbenalina (8). U(eq) esta definida como
una tercera parte del trazo del tensor ortogonalizado U".

X y z U(eq)
C(1) 4089(7) 1284(5) 2140(2) 27(1)
C(2) 2782(7) 2091(4) 1504(2) 24(1)
C(3) 3538(8) 1556(5) 815(2) 33(1)
C(4) 2591(10)  2941(6) 324(2) 43(1)
C(5) 2803(8) 4452(6) 767(2) 38(1)
C(6) 3077(8) 3949(5) 1536(2) 29(1)
C(7) 5472(7) 4408(5) 1876(2) 26(1)
C(8) 7004(7) 3315(5) 2171(2) 30(1)
C(9) 6075(7) 6152(5) 1926(2) 29(1)
C(10) 2641(10) -96(5) 564(3) 42(1)
C(11) 8922(9) 8164(6) 1813(3) 53(1)
C(12) 3643(8) 941(5) 3314(2) 30(1)
C(13) 2950(8) 2004(5) 3891(2) 32(1)
C(14) 3153(8) 1034(6) 4568(2) 33(1)
C(15) 1713(8) -521(6) 4439(2) 34(1)
C(16) 2631(8) 1487(5) 3863(2) 33(1)
C(17) 1277(9) 3063(6) 3679(2) 43(1)
o(1) 2307(5) -515(4) 3245(1) 32(1)
0(2) 3063(5) 1828(3) 2703(1) 31(1)
0(3) 6552(5) 1695(4) 2229(1) 31(1)
O(4) 2810(8) 5828(4) 561(2) 65(1)
0(8) 8213(5) 6472(4) 1786(2) 40(1)
0(9) 4766(6) 7199(4) 2073(2) 47(1)
o(7) 4446(6) 3370(4) 3987(2) 46(1)
0(10) 2391(7) 4062(4) 3224(2) 58(1)
o(5) 1745(6) 1485(4) 5042(2) 45(1)
0(6) 2515(6) 1977(4) 5117(2) 46(1)
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[

k

Tabla 11. Longitud de los enlaces [A] y éangulos [ para verbenalina (8)

(continuacién)

C(14)-C(15)-H(15)  108.1 O(10)-C(17)-H(17B)  109.2
C(16)-C(15)-H(15)  108.1 C(16)-C(17)-H(17B)  109.2
0(1)-C(16)-C(17) 105.6(3) H(17A)-C(17)-H(17B) 107.9
O(1)-C(16)-C(15) 108.3(3) C(12)-0(1)-C(16) 112.4(3)
C(17)-C(16)-C(15)  113.2(4) C(1)-0(2)-C(12) 115.5(3)
O(1)-C(16)-H(16) 109.9 C(8)-0(3)-C(1) 114.5(3)
C(17)-C(16)-H(16)  109.9 C(9)-0(8)-C(11) 116.6(4)
C(15)-C(16)-H(16)  109.9 C(13)-O(7)-H(7D) 119.4
O(10)-C(17)-C(16)  112.0(4) C(17)-O(10)-H(10D)  105.0
O(10)-C(17)-H(17A)  109.2 C(15)-O(5)-H(5D) 108.2
C(16)-C(17)-H(17A)  109.2 C(14)-O(6)-H(6D) 108.0
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Tabla 12. Pardmetros de desplazamiento anisotrépico (Aex 103) para

El factor exponencial del desplazamiento anisotrépico toma la

forma: -2712[h2a*2U11 + ..

verbenalina(8).

+2hka*b* U7

u22 u33 u23 ui3 ul2
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