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1. INTRODUCCION

Plantas, microorganismos, animales y minerales han sido fuente de recursos
médicos por miles de afios. Muchos de los farmacos producidos actualmente por
la industria farmacéutica proceden de fuentes naturales y fueron ubicados gracias
a referencias del uso tradicional que dichas fuentes recibian en diversas
comunidades. En Estados Unidos, tan solo en el periodo comprendido entre 1983-
1994, el 78% de los nuevos farmacos con actividad bactericida son de origen
natural, el 61% de los anticancerigenos son derivados de productos naturales y en
el caso de los antiinflamatorios solo el 67.5% son de origen sintético.*

Uno de los primeros ejemplos del uso de compuestos de origen natural por parte
de la industria farmacéutica se refiere al uso de la corteza del sauce blanco (Salix
alba), este recurso se encuentra registrado en textos de Hipdcrates y de
Dioscorides, pero fue hasta inicios del siglo XX cuando esta planta fue sometida a
diversos estudios quimicos y farmacologicos gracias a los cuales hoy contamos
con el acido acetilsalicilico (aspirina), producto de la salicina la cual se encuentra
en la corteza del sauce.

Este y muchos otros ejemplos ponen de manifiesto la importancia del estudio
organizado y sistematico de la flora, en especial de aquellas especies que son
utilizadas por diversas comunidades con fines terapéuticos.

México es poseedor de una gran diversidad vegetal y el uso de la herbolaria con
fines terapéuticos es una practica muy extendida entre la poblacion e incluso en

algunas comunidades predomina sobre el uso de la medicina formal



constituyéndose asi, en una opcidon muy importante en el tratamiento y prevencién
de enfermedades.

Dentro de las plantas utilizadas en México se encuentran varias especies del
género Lippia, entre las que se encuentra Lippia mexicana, utilizada en el Estado
de Michoacéan para el tratamiento de enfermedades respiratorias cronicas.

Del actual uso de plantas medicinales, asi como del importante papel que
representan en la industria farmacéutica, surge la necesidad y deriva la
importancia de su estudio, tanto desde un enfoque quimico como farmacoldgico.
Por lo anterior, se decidi6 emprender el estudio quimico de Lippia mexicana y
evaluar la actividad antiinflamatoria de los compuestos aislados. Los resultados de

estos estudios se presentaran a continuacion.



2. ANTECEDENTES

2.1 Familia Verbenaceae.

La familia Verbenaceae cuenta con cerca de 100 géneros y alrededor de 3000
especies.? Se encuentra distribuida en todo el mundo (excepto en las zonas
antartica y artica y en el desierto del Sahara) en especial en zonas tropicales,
subtropicales y templadas. En el territorio nacional se tiene registro de 26 géneros
pertenecientes a esta familia y 286 especies.?

En esta familia existen varias especies que presentan actividad bioldgica, una de
estas especies es Vitex mollis H. B. K., un arbol de aproximadamente 15 m de
altura distribuido en los estados de Oaxaca, Guerrero, Michoacan y Jalisco. Las
hojas de este &rbol son utilizadas como auxiliar en contra de la disenteria, como
analgésico y antiinflamatorio. Se usa también contra la picadura de alacran, sin
embargo se ha demostrado que carece de este efecto.*

Otras verbenaceas con actividad son Bouchea fluminensis y Junellia aspera, de la
primera se aislé la mezcla de los triterpenos ac. ursélico, ac. oleandlico y Aac.
micromérico (Fig. 1). Esta mezcla presentdé actividad antiinflamatoria vy
analgésica.” De la segunda se aisl6 el daucosterol y los acidos maslinico y
oleandlico (Fig. 1). Los dos primeros con actividad insecticida.®

La composicion quimica de la familia Verbenaceae es diversa, de ella se han
aislado monoterpenos, sesquiterpenos, triterpenos, flavonoides, iridoides vy

glicésidos de fenilpropanoides, entre otros.
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Figura 1. Compuestos biolégicamente activos aislados de B. fluminensis o J. aspera.

2.2 Género Lippia.

El género Lippia (Verbenaceae) incluye aproximadamente 200 especies y 60 taxa
infraespecificos de hierbas, arbustos y pequefios arboles. Se encuentra distribuido
desde el sur de Estados Unidos hasta Argentina, asi como en la zona tropical de
Africa. Un gran nimero de especies son utilizadas como remedios para problemas
gastrointestinales y respiratorios. Se ha descrito que ciertas especies de Lippia

1% 13y citotoxica *®. Ademas varias

presentan actividad antipaludica®, antivira
especies, entre ellas Lippia graveolens (sustituto del orégano) son utilizadas con
fines gastronémicos como saborizantes, por lo que son importantes en la industria
de alimentos.’

Los estudios acerca de la composiciéon quimica del género Lippia son escasos, y
en la mayoria de los casos se enfocan a los aceites esenciales. La composicion
quimica de los aceites esenciales de Lippia es variada, sin embargo los
compuestos que se han encontrado con una elevada frecuencia son alcanfor,

limoneno, a-pineno, B-cariofileno, p-cimeno, linalool y timol.2 Otros compuestos

presentes en extractos organicos y acuosos de Lippia sp. son sesquiterpenos,



derivados de los &c. cafeico, ferdlico y p-cumarico, flavonoides, naftoquinonas,
iridoides, triterpenos y esteroles.

A continuacion se presentan los resultados de estudios quimicos de diferentes
especies pertenecientes al género Lippia, en orden alfabético y acompafiados de
una breve revision de lo reportado en la literatura:

Lippia adoensis Hochst. Ex. Schau. es conocida como “kesse” o “koseret” (Etiopia)
y es utilizada como antihelmintico, para enfermedades oculares y contra la tifia.
Se ha reportado que el extracto etandlico de las hojas contiene polifenoles,
taninos, esteroles insaturados y triterpenos.? En su aceite esencial, tanto de hojas
como de flores, el linalool (Fig. 2) es el componente mayoritario (81.3 % y 94.5 %

respectivamente).*

Figura 2. Monoterpeno presente en muchos aceites esenciales del género Lippia.

El género Lippia cuenta con 120 especies en el territorio brasilefio, una de estas
especies es Lippia alba, que es conocida por mas de 25 nombres comunes, entre
ellos “carmelitana”, “erva-cidreira-do-campo” y “falsa melisa”. Al mismo tiempo
cuenta con 5 diferentes sindnimos cientificos: Lantana alba Mill., Lantana
geminata (Kunth) Spreng., Lippia geminata Kunth, Lippia geminata var.
microphylla Griseb., Lippia globiflora var. geminata (Kunth) Kuntze. Ademas,

existen 4 taxa infraespecificos: Lippia alba f. alba, Lippia alba f. intermedia



Moldenke, 1982, Lippia alba var. carterae Moldenke, 1961, Lippia alba var.
globiflora (L'Hér) Moldenke.'* Es una especie utilizada para el tratamiento de
enfermedades respiratorias, también como sedante, espasmolitico, emenagogo,
para el tratamiento de la hipertensién y contra la cefalea, entre otros.’*** De esta
especie se aislaron 3 ésteres del acido p-hidroxicinamico (Fig. 3) que presentan
actividad inhibitoria del receptor 5 de quimiocina (CCR5).** CCR5 es una proteina
en la superficie de algunas células del sistema inmunolégico y es uno de los dos
correceptores que puede usar el VIH junto con el receptor CD4 para unirse a las

células anfitrionas y penetrar en ellas.**

Figura 3. Dos ésteres (a y b) del acido p-hidroxicinamico, aislados de Lippia alba.**

Los aceites esenciales de L. alba (Miller) N. E. Br. y L. alba f. fueron activos contra
una serie de bacterias y hongos.'* El aceite de L. alba (Miller) mostré ser activo
contra Escherichia coli (E. coli) enterotoxigénica, E. coli enteropatégena y E. coli
productora de la toxina shiga’? y moderadamente activo contra Candida spp.*°
Lippia berlandieri v. Shauer es otra de las especies conocida como “orégano”. De
esta especie se evaluo la actividad antioxidante de su aceite esencial, que resultd
pobre.®

Lippia chevalieri Moldenke es utilizada en Africa con fines terapéuticos como

antipaludico, como sedante y en el tratamiento de enfermedades respiratorias. Se



encontré que los compuestos mayoritarios del aceite esencial de las hojas fueron
B-cariofileno, elemol y 6xido de cariofileno y del aceite esencial de sus flores B-

cariofileno, elemol y germacreno D (Fig. 4)."

OH

elemol B-cariofileno linalool germacreno- D

Figura 4. Terpenos aislados presentes en el aceites esencial de L. chevalieri.

Se ha descrito también que el aceite esencial de las hojas posee actividad
bactericida contra Bacilus cereus (B. cereus), Enterococcus faecalis (E. faecalis),
Salmonella enterica, Staphylococcus aureus (S. aureus), S. camorum y Proteus
mirabilis (P. mirabilis).*®

Lippia chiapasensis. En Guatemala, el grupo étnico Quiché de la regién de
Totonicapan utiliza esta planta para el tratamiento de enfermedades respiratorias y
nerviosas. De su aceite esencial se identificaron 142 compuestos, siendo los mas
abundantes la trans-dihidrocarvona (14.2%) y el geraniol (10.1%). El 78.9% del

aceite esta constituido por monoterpenos y por sesquiterpenos.®

Figura 5. Monoterpenos mas abundantes en el aceite esencial de L. chiapasensis.

Lippia citriodora H.B.K., también es conocida como “lemon verbena”. El analisis de



Su extracto acuoso reveld que contiene un glicésido de iridoide, un flavonoide y 7
fenilpropanoides. Ademas este extracto posee actividad antioxidante.? Derivado
de otro estudio del aceite esencial de esta especie, se identificaron 47
compuestos, en su mayoria monoterpenos y sesquiterpenos. De estos 47,
geranial, neral y limoneno (Fig. 6) conforman el 66.3% del aceite.?* En otros
estudios se menciona que su aceite esencial inhibe fuertemente el crecimiento de

S. aureus mientras que Listeria innocua y E. coli son sélo “sensibles” al mismo.?*

Figura 6.

Lippia dulcis es un especie utilizada en Meéxico y Centroamérica para el
tratamiento de tos, resfriados, bronquitis, asma y célicos.?® De esta especie se han
aislado 2 sesquiterpenos tipo bisabolano, 5 flavonoides, 3 glicdsidos de
feniletanoides y 2 glucésidos de iridoides.?* Se ha encontrado que el aceite
esencial consta de 47 compuestos (79% sesquiterpenos) siendo los mas
abundantes (-)-epi-hernandulcina (22%) y (+)-hernandulcina (36%) (Fig. 7),* esta
dltima es 1000 veces mas dulce que la sacarosa.? Sin embargo, estos datos
contrastan con una composicibn de 86% de monoterpenos y trazas de
hernandulcina reportada con anterioridad, donde de comprobarse la correcta
identidad del material vegetal de ambas investigaciones se revelaria la existencia

de 2 quimiotipos.®® Por otra parte, se ha reportado que la hernandulcina no



presenta un riesgo téxico en ratones.”® Se ha reportado que el aceite esencial

tiene actividad antihistaminérgica y anticolinérgica (100ug/mL).%®

Figura 7- Glucésido de iridoide, glicésido de feniletanoide y un sesquiterpeno, ejemplo de los

compuestos aislados de L. dulcis.?*

Lippia gracilis H.B.K. es una planta originaria del noroeste de Brasil donde es
conocida como “alecrim-da-chapada” y es utilizada para tratar males cutaneos
como quemaduras, heridas y Ulceras. Acerca de su aceite esencial, en un estudio
se ha demostrado que contiene carvacrol, p-cimeno, y-terpineno y timol (Fig. 8)
como componentes mayoritarios y que posee actividad antioxidante y una potente
actividad larvicida contra las larvas del principal vector del dengue, el mosquito
Aedes aegypti.?’

Se reporta que su aceite esencial esta constituido por 15 compuestos, de los

cuales el carvacrol constituye del 23.52%?" al 54.4%.%



Figura 8. Monoterpenos presentes en L. gracilis.
Lippia graveolens es una hierba utilizada en México como condimento en
alimentos y en México es conocida como “orégano”. De esta especie se aislaron
12 flavonoides, ademas de carvacrol y timol. Ademéas se evalu6 la actividad

antiinflamatoria y antioxidante de los flavonoides.

Figura 9. Glucésido de flavonoide (a) y flavonoide (b) presentes en L. graveolens.
El eridictiol fue el que presentd la mejor actividad antiinflamatoria mientras que la
galangina y la 3-hidroxifloridzina (Fig. 9) presentaron mayor actividad antioxidante
que el tocoferol, pero menor que la quercetina los cuales fueron los compuestos

de referencia.’



Figura 10. Dos compuestos aislados de L. integrifolia.?’

Del estudio realizado a L. integrifolia se aislaron 4 africanenos y 1
asteriscadieno.”

Lippia javanica es originaria del sur de Africa, donde es utilizada con fines
medicinales. Del extracto metandlico de esta especie se han aislado 8
compuestos: 4-etil-nonacosano, 3 monoterpenos y 4 flavonas. Se evalud la
capacidad de estos compuestos para inhibir a la enzima transcriptasa reversa del
VIH. Se encontré que los monoterpenos (E)-2(3) epoxitagetenona y la piperitenona

(Fig. 11) presentan un porcentaje de inhibicién de 91% y 53% respectivamente.*
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Figura 11. Compuestos aislados de L. javanica.*

Se ha identificado la existencia de por lo menos 5 quimiotipos de L. javanica: rico

en mircenona, rico en carvona, rico en piperitenona, rico en ipsenona y rico en

linalool.®!



Ademas, se ha reportado que la piperitenona asilada de aceites esenciales de L.
javanica presenta actividad bactericida contra Campylobacter  spp.,
Staphylococcus aureus (S. aureus), Salmonella typhi, Micrococcus kristinae y
Acinetobacter calcaoceuticus asi como contra el protozoario Entamoeba
histolytica.®

Lippia junelliana es una hierba aromatica endémica de Argentina donde es
conocida como “salvialora” o “salvia morada” y sus hojas son utilizadas
medicinalmente para problemas abdominales. Se analizé la composicion del
aceite esencial de 16 lotes de la planta recolectada en diferentes regiones con lo
gue se proponen los quimiotipos ocimenona, dihidrocarvona, limoneno-piperitona y
limoneno-Oxido de piperitona. En general la composicion de estos aceites consta
en su mayoria de monoterpenos (70-94%), seguido de sesquiterpenos (3-10%) y
fenilpropanoides (0.2-3%). Aun cuando contienen mas de 80 compuestos, son 8
los que representan la mayor parte de la composicion.*> Ademas se encontré que
el aceite esencial de esta planta posee actividad nematicida.>?

Lippia multiflora Moldenke es originaria de las zonas tropicales del oeste de Africa,
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donde es conocida comunmente como “té de Gambia™" ¢ “té de savane”” es una
especie cuyas hojas son administradas como té para el tratamiento del paludismo,
hipertension, furdnculos, diarrea, como desinfectante bucal, antipirético y
diurético.*** Se han descrito varios quimiotipos de L. multiflora.'® Se ha reportado
también que posee actividad como relajante muscular, accion vascular,
antimicrobiana, antimalarica, insecticida y antifingica, entre otras.'® De sus

extractos organicos se aisl6 un triterpeno, el acido ursdlico, y la flavona

salvigenina.®



Figura 12: Triterpeno y flavonoide aislados de L. multiflora.

Lippia nodiflora crece en zonas cercana a mares Yy rios. Del extracto de EtOH:H,O
de las partes aéreas de una poblacion colectada en Espafia se aislaron, 15
flavonoides: 3 flavonas, y las sales de sodio de 7 sulfatos y 5 disulfatos de
flavona.®*® Se ha reportado que el extracto metandlico ejerce una actividad
hepatoprotectora en un modelo de dafio hepatico ocasionado por paracetamol, al
disminuir la actividad de las enzimas séricas glutamato oxalacetato transaminasa
(SGOT), glutamato piruvato transaminasa (SGPT) y fosfatasa alcalina (ALP),

enzimas que sirven como indicadores de dafio hepético.*’

Figura 13. 6,7-disulfato de nodifloretina, flavonoide aislado de L. nodiflora.*®

Lippia origanoides H.B.K, esta especie se encuentra distribuida en México, Cuba,
Guatemala y en la regién del Amazonas, donde es conocida como “Salva-de-
Marajo” y “alecrim-d’Angola”. En México es utilizada con fines gastronémicos

como sustituto del orégano (Lippia graveolens). Cabe mencionar que segun la



literatura, existen por lo menos 39 especies de 16 géneros que en diferentes
partes del mundo son llamadas “orégano” y empleados como sustituto del
“orégano verdadero” (Origanum vulgaris, Origanum virans). El aceite esencial de
L. origanoides contiene 38.6% carvacrol y 18.5% de timol y un contenido de 66%
de monoterpenos oxigenados.®” Este aceite esencial inhibe el crecimiento de
diversas especies de Candida, asi como el de Cryptococcus neoformans,
Trichophymtum rubrum, Fonseecaea pedrosoi, S. aureus, Lactobacillus casei y

Streptococcus mutans. Esta actividad se atribuyé a la presencia de carvacrol.*®®

Figura 14. Monoterpenos aislados de Lippia origanoides H.B.K

Lippia rehmanmi. Se han aislado 4 compuestos de esta especie, el &c. rehmanico,

22B-angeloiloxioleandlico, 22B-angeloiloxi-24-hidroxioleandlico e icterogenina.®* °

Figura 15.



Lippia rugosa A. Chev.(sin L. adoensis F.T.W.A., L. nigeriensis Moldenke). Sus
aceites esenciales contienen de 18.6-93.1% de monoterpenos oxigenados segun
la parte de la planta y el estado de madurez del material analizado. Entre los
monoterpenos oxigenados mas abundantes estan geraniol (0.4-51.5%), linalool
(4.6-32.9%), 1,8-cineol (<0.1-19.1%), nerol (<0.1-18.6%) y geranial (<0.1-16.5%).
Las concentraciones de sesquiterpenos (hidrocarbonados y oxigenados) fueron
bajas (3.3-28.0%). En este caso los compuestos mas abundantes fueron (E)-B-

farneseno (0.3-12.1%), germacreno D (1.2%-4.2%) y B-cariofileno (0.8-3.9%).*

Figura 16. Sesquiterpeno aislados de Lippia rugosa A. Chev.

Lippia sidoides Cham., conocida como “alecrim-pimenta”, es originaria de Brasil
donde es utilizada como agente antiinfeccioso y antiséptico. Su aceite esencial

42,43 y presentd actividad

contiene principalmente timol, E-cariofileno, p-cimeno
inhibidora del crecimiento promastigotes de Leishmania chagasi** y antiflngica
contra Candida sp. y Microsporum canis.*® Por sus propiedades y su amplio uso L.
sidoides fue integrada a los programas gubernamentales de fitoterapia de Brasil e
incluso se han investigado técnicas de microencapsulacién de sus aceites.** Del

extracto de EtOH de esta especie se aislaron triterpenos, naftoquinonas y

flavonoides, entre otros, los cuales han sido evaluados en células cancerigenas,



resultando que dos de ellos, tectol y lippsidoquinona (Fig. 17) mostraron una

actividad significativa contra lineas celulares HL60 y CEM de leucemia.****°

Figura 17. Compuestos bioldgicamente activos aislados de L. sidoides.*®

Lippia stoechadifolia es una hierba originaria de Puerto Rico, donde es conocida
como “poleo”. Es utilizada con fines terapéuticos en bafios aromaticos, para aliviar
sintomas del resfriado, dolor intestinal y como insecticida o repelente de insectos.
Del aceite esencial se aisl6 un monoterpeno llamado 1,2-epoxi-pulegona, el cual
en dosis adecuadas tiene un efecto insecticida.*’ El epéxido inhibe de manera
irreversible las acetilcolinesterasas de la mosca casera, y de las cucarachas de
Madagascar in vitro. Sin embargo, se observo que no existe correlacién entre los
ensayos in vivo e in vitro.*®

Lippia turbinata se encuentra distribuida principalmente en Argentina, donde es
también conocida como “poleo” y utilizada para problemas gastrointestinales y
diarrea.*® De su extracto de MeOH:CH,Cl, se aislaron 8 triterpenos, 7 de los
cuales cuentan con un puente etéreo en el anillo A.*° Al evaluarse la actividad anti-

tuberculosis asi como la toxicidad de estos triterpenos se encontré que el acido



rehmanico fue el mas activo pero también el mas tdxico, mientras que el ac.
lantandlico (Fig. 18) presenté una actividad pobre.®® El aceite esencial esta
constituido principalmente por limoneno (43.3-60.6 %) y Oxido de piperitenona
(39.3-17.8%).%® El aceite esencial mostré actividad bactericida contra de S. aureus,
B. cereus, E. faecalis y P. mirabilis.®* Asi mismo se ha evaluado la actividad
antimicrobial de los flavonoides aislados del extracto metandlico contra E. coli, S.

aureus, Pseudomona aeruginosa, Shigella sp. y Streptococcus sp.*

Fig. 18. Triterpenos aislados de L. turbinata.>
Lippia triphylla es una planta utilizada en Perd. De sus partes aéreas se han
aislado 25 compuestos identificados como 3 glucésidos de fenilpropanoides, 7
flavonoides, 5 glicésidos de feniletanoides, 5 lignanos, 2 sesquiterpenos y 3
triterpenos  (acidos ursoélico, oleandlico y betulinico).”® En su extracto de
MeOH:H,O, después de hidrdlisis, se detectdé la presencia de acido cafeico,
hidroxitirosol, &cido ferulico, apigenina, &acido o-hidroxibenzoico, &cido

hidroxicafeico y acido 3-nitro-ftalico.>*



~

Figura 19. Compuestos aislados de L. tryphilla.



2.3 Terpenos

Los isoprenoides o terpenos son un grupo de mas de 35 000 productos naturales.
Muchos de estos compuestos tienen un importante valor econémico, por ejemplo
el mentol y el taxol. Muchos terpenos son utilizados como medicamentos, aditivos
para alimentos y cosméticos.>® Los terpenos forman una gran y diversa familia de
compuestos cuyo esqueleto hidrocarbonado deriva de unidades de isopreno (Cs)
las cuales se unen cabeza-cola dando lugar a estructuras con esqueletos tipicos,
gue se clasifican segun el nimero de unidades de isopreno que contienen, (Cs)p.
De esta forma se clasifican en: hemiterpenos (Cs), monoterpenos (Cio),
sesquiterpenos (Cis), diterpenos (Cyo), sesterpenos (Czs), triterpenos (Cso) Yy
tetraterpenos (Caso).>> En plantas y organismos fotosintéticos los terpenos son
resultado de dos vias biosintéticas, la ruta del acetato mevalonato o del &cido
mevaldnico (AMV) y la ruta del fosfato de metileritritol (FME) también llamada 1-
desoxi-D-xilulosa fosfato (DOXF).>®>’

La via del acido mevalénico se lleva a cabo en el citoplasma y da origen a
triterpenos, sesquiterpenos y esteroles. La ruta de DOXF se lleva a cabo en los
plastidos, dando origen a los carotenoides, fitol, plastoquinona-9, mono y

diterpenos 2.



2.5 Triterpenos

Por cerca de media centuria, las ciclaciones del escualeno y del 2,3-
oxidoescualeno para formar triterpenos policiclicos ha sido fuente de fascinaciéon
en las ciencias moleculares. Estos compuestos son ciclados de manera
estereoselectiva por algunos microorganismos y eucariotas formando triterpenos
triciclicos y pentaciclicos incluidos hopeno, diploterol, tetrahimanol, lanosterol,
cicloartenol y g-amirina. El origen de los triterpenos se encuentra en la union de
dos moléculas de difosfato de farnesilo (FPP) que da origen al escualeno.’

La ciclacion del escualeno es producto de una reaccion catalizada por una
proteina (escualeno epoxidasa) dependiente de O, y NADPH como cofactores,
que produce al intermediario al (3S)-2,3-0xido de escualeno, el cual por una serie
de ciclaciones, seguidas de migraciones de hidruro y metilo resultan en la
formacion de 3 anillos de 6 carbonos y uno de 5. La estereoquimica esta
determinada por el plegamiento de la superficie de la enzima lo cual
probablemente también limita la extension de la ciclacion. Posteriormente, el
cation protoesterilo sufre una serie de migraciones 1, 2 de hidruro y de metilo y la
pérdida de H-10 para formar lanosterol, un triterpeno tipico en animales y
precursor del colesterol y otros esteroles en animales y hongos. En plantas, el
papel de intermediario lo cumple el clicloartenol el cual contiene un anillo de
ciclopropano, generado por la inclusion del carbono proveniente del metilo en C-
10.°’

Muchos triterpenos y esteroides contienen un grupo 3-hidroxi, el cual proviene del

grupo epoxi del 6xido de escualeno original. En esencia, el destino final del 6xido



de escualeno estd determinado por diversas enzimas que varian segun el género,

la familia y la especie de que se trate.”’

Figura 20. Biotransformacion del escualeno hasta lupeol



3. OBJETIVO
Contribuir al conocimiento quimico de la flora de México, a través del aislamiento y
la elucidacion estructural de los metabolitos secundarios mayoritarios presentes en

las partes aéreas de Lippia mexicana G. L. Nesom.



4. PARTE EXPERIMENTAL
4.1 Material y equipo.

Los puntos de fusion fueron determinados por medio de un aparato Fisher-Johns.
En las cromatografias en columna (CC) se us6 como fase estacionaria silica gel
para cromatografia en placa fina (Merck 60 G). Las cromatografias en capa fina
(CCF) fueron realizadas en cromatofolios Alugram Sil G/UV254 de 0.25 mm. En el
caso de las cromatografias en placa preparativa se emplearon placas Sil G-100
UV254 de 1.0 mm. Como revelador se utilizé sulfato cérico al 3% en acido
sulftrico 2N y/o lampara de UV Spectroline modelo CX-20 a 254 y 366 nm. Los
espectros de IR se determinaron en un espectrofotometro Nicolet FTIR-Magna
750, mediante la técnica de solucion. Los espectros de masas se obtuvieron
utilizando las técnicas IE, HRFABMS en los espectrometros JEOL JMS-AX505HA
y JEOL JMS-SX102A. Los espectros de RMN fueron determinados en los
espectrometros Varian XR-300 (300 MHz 1H, 75MHz 13C) y Varian Unity Plus 500
(500 MHz *H, 125 MHz C). Los desplazamientos quimicos §) estan dados en

ppm respecto al tetrametilsilano (TMS) que se us6 como referencia interna.

4.2 Material vegetal.

El material vegetal (hojas, flores y ramas pequefas) utilizado en este proyecto fue
recolectado el 15 de Junio del 2006, en el Municipio de Huiramba, Michoacan y

fue identificado como Lippia mexicana G. L. Nesom. por la Dra. Mahinda Martinez.



Un ejemplar de este material se depositdé en el Herbario de la Universidad

Auténoma de Querétaro (M. Martinez 6678).

4.3 Extraccion del material vegetal

El material vegetal seco fue molido por medio de un molino de cuchillas. El peso
del material fue de 866.2 g. Posteriormente, se sometié a una extraccién con
acetona seguido de una extracciéon con MeOH. Se obtuvieron 53.18 g y 50.67 g de
extractos respectivamente. Ambos extractos fueron reunidos, adsorbidos en celita
y sometidos a una cromatografia en columna de silica gel G (columna A, g 10.5
cm, h 15 cm). La elucion se realizd con un sistema hexano-AcOEt de polaridad
creciente, se obtuvieron 132 fracciones de 500 mL de la siguiente manera: Frs.
A1-A5 (100:0); frs. A6-A17 (95:5); frs. A18-A43 (90:10); frs. A44-A53 (85:15), frs.
A54-A80 (80:20), frs. A81-A85 (70:30), frs. A86-A92 (60:40), frs. A93-101 (40:60),

frs. A102-107 (20:80) y frs. 108-121 (0:100).

Durante el desarrollo de la CC se realizaron cromatografias en capa fina de las
fracciones obtenidas, se usaron diversos sistemas de elucidn que permitieron
observar el perfil cromatografico de las fracciones y reunir aguellas que mostraron

un perfil similar.



4.4 Aislamiento y purificacion

De las fracciones A12-A16 se aislo B-sitosterol (33 mg) por cristalizacién de EtOH.
Las aguas madres de B-sitosterol se reunieron con las fracciones A10-Al1l y A15-
A19 y se fraccionaron mediante CC (columna B, g 5.5 cm, h 7.5 cm), la cual se
eluydé con un sistema hexano-AcOEt de polaridad creciente (95:5->80:20). De las
fracciones eluidas con hexano-AcOEt (85:15) se aislé p-sitosterol (1) por
cristalizacion de EtOH. En total se obtuvieron 166.6 mg de (-sitosterol (0.019 %

respecto al peso de la planta seca).

Las fracciones A24-A49 (9.37 g) fueron fraccionadas por CC (columna C, g 8.5
cm, h 9.0 cm), utilizando como eluyente un sistema hexano-AcOEt de polaridad
creciente (90:10->50:50). Se obtuvieron 119 fracciones. De las fracciones C14-
C24 eluidas con hexano-AcOEt (90:10) se asilaron 26.5 mg de cicloart-23-en-

3B,25-diol (2) mediante cristalizacion de AcOEt-hexano.

Las aguas madres de 2 se reunieron con las fracciones C7-C13y C25-C47 (3.245
g) para ser purificadas por CC (columna D, @ 4.5 cm, h 6.5 cm) eluida con mezclas
de hexano-AcOEt de polaridad creciente (90:10->75:25). Se obtuvieron 53
fracciones, de las cuales las fracciones D8-D16 (eluidas con hexano-AcOEt 90:10)
contenian el compuesto 2 impuro por lo que fueron purificadas por CC (columna E
@ 3.5 cm, h 6 cm) que se eluyd con hexano-acetona (95:5). Se obtuvieron 41
fracciones. De las fracciones E21-E24 se obtuvo el compuesto 2 (22.1 mg). Se
aislaron en total 48.6 mg del compuesto 2, lo que representa el 0.0056 % del peso

total de la planta seca.



De las fracciones A60-A65 se obtuvo lippidlida (3) por sucesivas cristalizaciones
de AcOEt-hexano (535.4 mg). Sus aguas madres se reunieron con las fracciones
A50-A59 y fueron purificadas mediante CC (columna F, g 9.0 cm, h 9.0 cm)
utiizando como eluyente mezclas de hexano-AcOEt de polaridad creciente
(90:10>50:50). Se obtuvieron 132 fracciones. Las fracciones F33-F118 (3.818 Q)
se sometieron a CC (columna G @ 5 cm, h 8 cm) eluida con un sistema de hexano-
isopropanol (96:4). De las fracciones G8-G11 se aisl6 mediante cristalizacion de

AcOEt-hexano el compuesto 3 (338.7 mg).

Las aguas madres de 3 y las fracciones G5-G7 (460.5 mg) se fraccionaron por
medio de CC (columna H, g 2.8 cm, h 8.5 cm) utilizando como sistema de elucién
CHCl,-acetona (97:3). Se obtuvieron 62 fracciones. De las fracciones H12-H15 se

obtuvo nuevamente el compuesto 3 (92.6 mg).

Las fracciones H4-H7 (132.5 mg) fueron reunidas y fraccionadas por CC (columna
I, 8 2.0 cm, h 6.0 cm) utilizando el sistema hexano-acetona (80:20). De las
fracciones I3 e 14 se purificd por cristalizacion de AcOEt-hexano, el compuesto 4
(17.6 mg). Posteriormente las fracciones 11, 12, 15, 16 y las aguas madres de 4 se
reunieron y se fraccionaron mediante CC (columna J, g 2.0 cm, h 6.5 cm) eluida
con un sistema hexano-acetona (85:15). Se obtuvieron 20 fracciones. El
compuesto 4 (11.3 mg) se aislé nuevamente de las fracciones J10-J15. Las aguas
madres del compuesto 4 se reunieron con las fracciones J8-J9 y J16-J20 y se
purificaron por medio de cromatografia en placa preparativa eluida con hexano-

acetona (75:25) con lo que se aislaron 13.6 mg mas del compuesto 4. En total se



obtuvieron 42.5 mg de 4, lo que representa el 0.00491 % del peso total de la

planta seca.

Las fracciones A68-A93 (6.83 g) fueron fraccionadas por CC (columna K, g 6.0
cm, h 9.6 cm) utilizando como eluyente un sistema hexano-AcOEt de polaridad
creciente (80:20>50:50). De las fracciones K8-K24 se purificd por cristalizacién de
AcOEt-hexano el compuesto 3 (274.4 mg). Las aguas madres de 3 se purificaron
por CC (columna L g 2.8 cm, h 7 cm) utilizando el sistema hexano-isopropanol
(97:3) obteniéndose 107 fracciones. De las fracciones L66-L91 se aisld, por
cristalizacion de hexano-AcOEt, el compuesto 3 (128.9 mg). En total se aislaron

1.37 g de 3, lo que representa el 0.15816 % del peso de la planta seca.

Las fracciones K3 y K4 (476 mg) se decoloraron con carbén activado y fueron
fraccionadas por CC (columna M g 2 cm, h 3.5 cm) utilizando hexano-AcOEt 85:15
como eluyente. Se obtuvieron 27 fracciones. El compuesto 5 (17 mg) se aisl6 de
las fracciones M11-M18. Las fracciones M5-M10, M19-M26 y las aguas madres de
5 fueron reunidas y fraccionadas por CC (columna N g 2 cm, h 3.5 cm) utilizando
una mezcla de hexano-AcOEt (85:15) como eluyente. Se obtuvieron 20 fracciones.
De las fracciones N8-N12 se obtuvo el compuesto 5 (10.2 mg). En total se aislaron
27.2 mg del compuesto 5, lo cual representa 0.00314 % del peso de la planta

seca.
Cicloart-23-en-3B,25-diol (2), cristales blancos; pf. 201-203°C, IR (solucion)

Vmax: 3603, 3461, 1264, 974 cm™, RMN*3C ver tabla 1; EM-IE m/z 442 [M]".



Lippidlida (3), cristales blancos; pf. 244-246°C, [«] +133.17° (c 0.208, CHCly),
IR (CHCls) vmax: 3591, 3432, 3083, 1726, 1653, 999, 914 cm™. RMN-'H y RMN-

13¢C, ver tabla 2 y 3; HRFABMS m/z 471.3477 [M+H]* (calculado para CszgH4704,

m/z 471.3474 [M+H]").

Acido lippiolidélico (4), sélido amorfo; [ay +70° (¢ 0.160, CHCls); IR (CHCls)
Vmac: 3512, 3396, 3080, 3046, 1722, 1637, 999, 970 y 914 cm™, RMN'H y

RMN®C, ver tabla 2 y 3; HRFABMS m/z 471.3476 [M+H]" (calculado para

C30H4704, m/z 471.3474 [M+H]+)

Acido lippidlico (5), cristales blancos; pf. 246-248°C, [a]y+ 56.6° (c 0.165,

CHCl3), IR (CHCl3) vmax: 3595, 3399, 3073, 1710, 1637 y 895 cm™; RMN'H,
RMN*C, ver tabla 2 y 3; HRFABMS m/z 457.3678 [M+H]" (calculado para

Ca0H4903, m/z 457.3682 [M+H]+).

4.5 Determinacion de la actividad antiinflamatoria en el modelo de edema

inducido con TPA (acetato12-O-tetradecanoilforbol) en oreja de ratén.>*®

Para la realizacién de la prueba se emplearon ratones macho (n=5) de la cepa
CD1 de 25-30 g. de peso. Los animales se mantuvieron en cajas de acrilico
transparente a temperatura constante de 24°C, con fotoperiodos de 12/12 horas
luz/oscuridad y con alimento y agua ad libitum. El tratamiento al que fueron

sometidos los animales fue el siguiente:

Tratamiento de la oreja derecha: A los animales anestesiados por administracion

intraperitoneal de pentobarbital sodico (3.5 mg/kg), se les administraron por via



tépica 10 pL de solucién etandlica de TPA (0.25 mg/mL). Diez minutos después se
aplicaron diferentes dosis de cada uno de los compuestos disueltos en 20 uL del
vehiculo (etanol-CH,Cl,; 1:1 o acetona-CH,Cl, 1:1). Al grupo control (C) se le

administro la solucién etandlica de TPA y 10 min después 20 uL del vehiculo.

Tratamiento de la oreja izquierda (oreja control): A los animales anestesiados
por administracion intraperitoneal de pentobarbital sdédico (3.5 mg/mL) se les
administraron por via topica, 1L de etanol y 10 minutos des@s, 20uL del

vehiculo.

Cuatro horas después de la aplicacién del TPA, los animales fueron anestesiados
con éter y sacrificados por dislocacién cervical. Se tomd una muestra de 7 mm de
diametro de ambas orejas. El incremento del peso de la muestra de la oreja

derecha con respecto a la muestra de la oreja izquierda representa el edema.
La inhibicion del edema se calcul6 con la formula:
% de inhibicion = [(C-E) / C] 100
En donde:
C = Edema del grupo control (tratado con TPA).
E = Edema del grupo experimental (TPA mas el compuesto).

Los resultados obtenidos se sometieron a un analisis de varianza (ANOVA)
seguido de una prueba de Dunnet de comparacion multiple para aislar los grupos

con diferencia estadistica significativa (p<0.05).%*



5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Elucidacion estructural de los compuestos aislados

De los extractos de acetona y metanol de partes aéreas de Lippia mexicana se
aislaron 2 compuestos conocidos que se identificaron como [-sitosterol (1) y
cicloart-23-en-3p, 25-diol (2). Se aislaron también 3 nuevos triterpenos a los que

se les dieron los nombres de lippidlida (3), &c. lippioliddlico (4) y ac. lippidlico (5).

El compuesto 1 fue identificado por medio del andlisis de su espectro de RMN-H,

comparacion por CCF con una muestra auténtica y comparacion de sus datos

espectroscopicos con los reportados en la literatura.®?

B-sitosterol (1)

El segundo compuesto aislado durante este estudio fue un triterpeno identificado
como cicloart-23-en-3f,25-diol (2) mediante el analisis de sus espectros de IR,
RMN (Espectros 1-3), EM y comparacién de estos datos con los reportados en la
literatura.®® Los datos de RMN*C del compuesto 2 y los de la literatura se

presentan en la tabla 1.



Tabla 1. Datos espectroscépicos de RMN 3C del compuesto 2 (CDCly).

13~ 2%(1it) b 13~ 22 b
1 31.8 32.0 16 26.3 26.4
2 30.2 30.4 17 51.9 52.0
3 78.7 78.8 18 17.9 18.1
4 40.3 40.5 19 29.7 29.9
5 46.0 47.1 20 36.2 36.4
6 20.9 21.1 21 18.6 18.3
7 27.9 28.1 22 38.9 39.0
8 47.8 47.9 23 1255 125.6
9 19.8 20.0 24 139.2 139.4
10 25.9 26.1 25 70.6 70.7
11 25.8 26.0 26 29.7 29.9
12 354 35.6 27 29.8 30.0
13 45.2 45.3 28 19.1 19.3
14 48.7 48.8 29 25.3 25.4
15 32.6 32.8 30 13.8 14.0

4Determinado a 100 MHz®?; "Determinado a 125 MHz.

cicloart-23-en-33, 25-diol (2).

El compuesto 3, lippidlida, presenta en su espectro de masas (HRFABMS) un i6n
pseudomolecular de m/z 471.3474 [M+H]", el cual es congruente con la férmula
molecular CgzoH4604, de la que se deduce un indice de insaturacion de 8. El

espectro de RMN*3C (Espectro 4) presenta 30 sefiales de las cuales 6, segun el



espectro DEPT (Espectro 5), corresponden a metilos (uno de ellos vinilico), 11 a
metilenos (uno de ellos vinilico), 5 a metinos (uno base de oxigeno) y 8 a carbonos
no protonados (uno vinilico, otro hemicetalico y otro correspondiente al carbonilo
de una 6-lactona). Por lo anterior, se propuso que el compuesto 3 debia ser un

triterpeno policiclico.

Su espectro de IR (Espectro 6) muestra bandas en 3591 y 3432 cm?,
caracteristicas de grupos hidroxilo, asi como una banda en 1726 cm™ atribuida a
una 8-lactona y bandas en 3083, 1653, 999 y 914 cm™ que indican la presencia de
un doble enlace disustituido geminal. En el espectro de RMN-'H (Espectro 7) se
observan dos sefales en & 5.06 (sa) y 6 5.01 (ta J= 1 Hz), que confirman la
presencia del doble enlace y establecen que se trata de un doble enlace
disustituido geminal. Se observa también la sefial de un metilo vinilico (6 1.77 sa).
En el espectro COSY (Espectro 8) se observan los acoplamientos entre el metilo y
los protones vinilicos por lo que se propone que existe un grupo isopropenilo en la
molécula vy, por lo tanto, se pens6 que el esqueleto del compuesto debia ser el
lupano, por lo que los protones vinilicos corresponden a H-29 y H-29' y el metilo a

CHs-30.



En el experimento COSY se observa un acoplamiento alilico de H3-30 con un
doblete en 6 4.52 (J=10 Hz) asignado a H-19. El desplazamiento de esta sefial
corresponde al de un proton base de lactona. La sefial de C-19 aparece en 6 87.2.
En el experimento HMBC (Espectro 9) se observa el acoplamiento de la sefal de
H-19 con las sefiales de dos carbonos vinilicos en 6 144.12 y 5 116.9. La primera
sefal corresponde a un carbono no protonado y se asigné a C-20 en tanto que la
segunda corresponde a un metileno y se asigné a C-29. Se observan ademas
correlaciones de H-19 con C-30 (6 18.7), C-13 (6 37.2), C-18 (6 40.8) y con el
carbono del carbonilo de la 3-lactona, C-21, (3 170.3). Lo anterior indica que el
anillo E del lupano sufrié una oxidacion que lo transformé de un ciclopentano a

una d-lactona.

En el espectro del experimento HMBC se observan correlaciones de C-21 con dos
sefales en 6 2.33 (d, J= 17 Hz) y 2.10 (dd, J=17, 1 Hz) que se asignaron a H-22 y
H-22'. A su vez estos dos protones correlacionan con el carbono de un metilo que
se asigné a C-28 (6 17.7), con el carbono de un metileno (6 35.4, C-16) y con un
carbono cuaternario (6 33.6, C-17). Estas correlaciones (Fig. 21) comprueban que

en la lippidlida existe una &-lactona en el anillo E.

Figura 21. Algunas correlaciones observadas en el espectro HMBC de lippidlida (3).



La existencia de un hemicetal en el compuesto 3 se dedujo de la sefal en 5 98.2
observada en el espectro de RMN*®C. Se propuso que el carbono hemicetalico
corresponde a C-3 porque en el espectro HMBC presenta correlaciones con dos
sefales que aparecen en 6 2.17 y 6 2.15. Cada una de estas sefiales corresponde
uno de los protones de un metileno y se asignaron a H-1 y H-2, respectivamente.
C-3 también correlaciona con los protones de dos grupos metilo cuyas sefales
aparecen como singuletes en 8 1.02 y 6 0.97. Estas sefales se asignaron a los
metilos 23 y 24, respectivamente y en el espectro HMBC correlacionan con la
sefal de un carbono cuaternario en & 40.4 (C-4) asi como con el carbono de un
metino en 4 49.5 (C-5). Se observa también una correlacion de C-3 con un protén
cuya sefial aparece en ¢ 3.71 como doble de doble (J= 9, 2 Hz). El desplazamiento
de esta sefal indica que corresponde a un proton base de funcién oxigenada. En
el experimento COSY este proton correlaciona con otro protdn uno cuya sefal es
un doble de doble en &6 4.24 (J= 9, 3 Hz). De acuerdo al experimento HSQC
(Espectro 10), estos protones estan unidos al carbono cuya sefial se ubica en 6
67.8 en el espectro de RMN **C. Estas sefiales se asignaron al metileno CH,-25
debido a que C-25 en el espectro HMBC tiene correlaciones con H-1 (6 2.17 m),
con H-5 (6 1.19 m) y con H-9 (6 1.42 m). Estas interacciones sustentan la idea de
gue la sefial en & 67.9 corresponde a C-25, lo cual se comprueba al observar en
el experimento HMBC la interaccion de C-10 con H-25 (6 3.71) asi como con H-5y
H-9. Las interacciones mencionadas se ilustran en la figura 22a y permiten

proponer la estructura parcial que se muestra en la figura 22b.



Figura 22. a) Algunas interacciones observadas en el espectro HMBC del compuesto 3.

Es importante sefialar que la sefal de H-25" (6 3.71) es un doble de doble porque
ademas del acoplamiento con H-25 (6 4.24) presenta un acoplamiento a 4 enlaces
(J= 2 Hz) con H-5 por lo que este protdn debe ser H-25,,.r. De igual manera, la
sefal de H-25.s (8 4.24) presenta un acoplamiento en M, a cuatro enlaces, con
H-1la, todo lo cual comprueba la estructura propuesta para el anillo A de la
lippidlida. Cabe mencionar que de Lippia turbinata se aislé un triterpeno de tipo

oleanano que presenta la misma estructura en el anillo A.>°

Adicionalmente, en el espectro de RMN *H se observan 2 singuletes que integran
para tres protones cada uno, en 6 0.956 y 6 0.96. La sefal en 6 0.956 se asigno a
CH3-26 porque en el espectro HMBC correlaciona con las sefales de los carbonos
C-7 (5 31.7), C-8 (5 40.0), C-9 (5 44.8) y C-14 (5 42.0) (Fig. 23). La sefial en 4 0.95
se asigndé a CHs3-27 debido a que en el espectro HMBC correlaciona con las

sefiales de C-8, C-13 (5 37.2), C-14 y C-15 (5 26.2).



Figura 23. Estructura parcial de lippidlida (3) en la que se muestran algunas de las

correlaciones observadas en el espectro HMBC.

Para asignar la configuracion del compuesto 3 se tomo en consideracion que en
los lupanos los metilos 25, 26 y 28 son B, mientras que C-27 es a, también se
consideraron las interacciones observadas en el espectro NOESY (Espectro 11),
que se ilustra en la figura 24a. De esta manera se asigno la estructura propuesta,

la cual se corroboré por difraccion de rayos X (fig. 24b).

(a) (b)

Figura 24. a) Algunas interacciones observadas en el espectro NOESY. b) Difraccion de rayos-
de lippiolida (3).

De todo lo anterior se deduce que la estructura de lippidlida (3) es la siguiente:



Lippidlida (3)

El &cido lippioliddlico (4) presenté en su espectro de masas (HRFABMS) un ion
pseudomolecular de m/z 471.3474 [M+H]" y en el espectro de RMN-3C (Espectro
12) mostré sefales para 30 carbonos, por lo que se propone la férmula molecular
C30H4604 y un indice de insaturacion de 8. El espectro de IR (Espectro 13)
presenta absorciones para dobles enlaces en 3080, 3046, 1637, 999, 970 y 914
cm™, una banda ancha (3700-2400 cm™) con méaximos en 3512 y 3396 cm™ que
se atribuye a un &cido carboxilico y una banda en 1722 cm™ para grupos

carbonilo.

Al analizar los espectros de RMN **C, 'H, DEPT, HMBC, HSQC y COSY
(Espectros 12, 14-18) de 4 se observaron semejanzas con los del compuesto 3,
que indican que estos compuestos tienen la misma estructura en los anillos C, Dy
E. Asi la existencia de la 6- lactona y del isopropenilo en el anillo E del compuesto
4 se establece por las sefiales en 6 4.54 (d, J= 10 Hz) para el protén base de
lactona (H-19), en 8 5.07 (sa) y 5.03 (t, J= 1 Hz) para los protones vinilicos H-29 y
H-29’; en 6 1.78 para el metilo vinilico CH3-30 y en 6 2.34 (d, J= 17 Hz) y 2.11 (dd,

J=17, 1 Hz) para los protones alfa al carbonilo de la lactona, H-22 y H-22'. En el



espectro de RMN-*C se observan sefiales en & 87.4 (C-19), & 144.1 (C-20), &

170.5 (C-21), § 46.6 (C-22), 5 117.0 (C-29) y & 18.7 (C-30).

Los desplazamientos de las sefales para los metilos C-26 (5 15.9), C-27 (6 14.7) y
C-28 (6 17.7), asi como para los carbonos e hidrogenos de los anillos C y D (tabla
2) son similares a los observados para el compuesto 3, de lo cual se deduce que
ambos compuestos son iguales en esta parte de su estructura. Asi, la diferencia

entre 3 y 4 corresponde al anillo A como se demostrara a continuacion.

En el espectro de RMN-'H se observan sefiales en & 4.83 (t, J= 1.5 Hz), 4.66 (d,
J=2 Hz) y 1.73 (sa, 3H) que se atribuyen a la presencia de un segundo grupo
isopropenilo en la molécula y se asignaron a los protones vinilicos H-23 y H-23' y
al metilo vinilico CH3-24, respectivamente. Estas sefiales muestran correlaciones
en el espectro HMBC (figura 18) con la sefial del carbono de un metino que
aparece en 8 50.3 y que se asigné a C-5 debido a que muestra correlaciones en el
espectro HMBC con los protones de un metilo en 5 0.85 (Hs-25), cuyo carbono C-
25 (6 20.1) a su vez correlaciona con los protones de un metileno en 6 1.61 (H-1y
H-1), con H-9 (6 1.47, m) y con H-5 (6 1.94, dd, J=13, 2.5 Hz), por lo que el grupo
isopropenilo debe estar unido a C-5. Por otra parte, en el espectro de RMN-*3C se
observa una sefal en 8 178.0 que se asigno al carbono del carbonilo de un &cido
carboxilico. En el espectro HMBC esta sefal correlaciona con H-1y H-1" y con 2
sefales en 6 2.38 y 2.17 cuyo desplazamiento indica que son alfa al carbonilo. De
estas correlaciones (Fig. 26a) se dedujo que el acido esta en el carbono 3 y que

las senales en & 2.37 y 2.17 corresponden a los protones H-2 y H-2'. Por lo



anterior, se propone que para la formacion del 4c. lippiolidolico ocurrié una ruptura
del enlace C-3-C-4, con lo que la estructura de esta parte de la molécula fue

establecida como se muestra en la figura 25b.

Figura 26. a) Algunas interacciones observadas en el espectro HMBC de 4. b) Estructura parcial

propuesta para el acido lippiolidélico (4).
La estereoquimica mostrada en los carbonos C-5 y C-10 se dedujo de las
interacciones observadas en el espectro NOESY (Espectro 19) entre H3-25 con
Hs-26 (6 1.09), H-11pB (6 1.25), H-1, H-1' y H3-24. La estereoquimica del resto de la
molécula debe ser la misma que la de lippidlida, ya que los desplazamientos tanto
de carbono como de hidrogeno muestran gran similitud. Por lo que la estructura

propuesta para el compuesto 4 es la siguiente.

Acido lippioliddlico (4).



El acido lippidlico (5) presentd en su espectro de masas (HRFABMS) un i6n
pseudomolecular de m/z 457.3678 [M+H]" el cual es congruente con la férmula
molecular CzoH4s03. En el espectro de IR (Espectro 20) se observa una banda
ancha (3550—-2400 cm™) con maximos de absorcién en 3595 y 3399 cm™ lo cual
indica la presencia de un &cido carboxilico. Se observan bandas en 3073, 1637 y
895 cm™ caracteristicas de dobles enlaces y una banda en 1710 cm™ que se

atribuye al carbonilo del acido.

Al analizar los espectros de RMN-'H y RMN-*3C (Espectro 21 y 22), asi como los
espectros DEPT, HMBC, HSQC y COSY (Espectros 23-26) se observan sefales
gue indican que este compuesto es también un lupano con la misma estructura
que el compuesto 4 en los anillos A (seco), B, C y D del esqueleto, como lo
demuestra la similitud de las sefales para los hidrégenos y carbonos 1-16 y 23-27
(tabla 2 y 3), por lo que las diferencias entre estos compuestos se encuentran en
el anillo E. EI compuesto 5 al igual que 3 y 4 posee un grupo isopropenilo en C-19
como lo indican las sefiales en 6 4.81, (d J=2 Hz) y 6 4.69 (sa) y 6 1.71 (s)
atribuidas a los protones vinilicos H-29 y H-29' y al metilo vinilico Hz-30,
respectivamente. En el experimento HMBC estas sefiales tienen correlacién con la
seflal en 8 59.4 que se asigné a C-19. Ademas C-19 correlaciona con H-18 (&
1.41,t, J=12 Hz), el cual a su vez muestra correlaciones con C-12 (6 24.5), C-13 (6
37.4), C-14 (5 42.8), C-16 (5 35.5), C-17 (5 41.6), C-20 (5 148.2), C-22 (5 49.5), y
C-28 (6 19.4). Ademas, se observa que las sefales de C-17 y C-20 correlacionan
con la sefal de un protén en & 3.94 (ddd, J= 8, 5, 1 Hz) cuyo desplazamiento

indica que es un protdén base de alcohol. Se propone que el alcohol esta unido a



C-21 (6 77.2), porgque este carbono muestra correlaciones con H-22 (6 1.57 m), H-

22’ (5 1.52 m) y H-19 (5 2.33 dd J= 12, 5 Hz) (Figura 26).

Figura 27. Algunas interacciones en el anillo E del acido lippidlico (5).

En el espectro NOESY (Espectro 27) se observd interaccion entre H-21 y el CHs-
30, por lo que se propone una orientacion  del alcohol en C-21. Por lo anterior la

estructura propuesta para el compuesto 5 es la siguiente.

Acido lippidlico (5)



Tabla 2. Datos espectroscépicos de RMN *C de los compuestos 3, 4 y 5.
(125 MHz, CDCly)

B¢ 3 4 52
1 CH, 35.2 33.9 33.9
2 CH, 29.5 28.1 28.1
3 C 98.2 178.0 176.0
4 C 40.4 147.2 147.4
5 CH 49.7 50.3 50.0
6 CH, 19.6 24.4 24.4
7 CH, 31.7 32.5 324
8 C 40.0 40.7 40.3
9 CH 44.8 40.5 40.4
10 C 35.4 39.2 38.9
11 CH, 22.1 21.5 21.1
12 CH, 25.9 25.5 24.5
13 CH 37.2 37.1 37.4
14 C 42.0 42.7 42.8
15 CH, 26.2 26.1 26.9
16 CH, 35.4 35.5 35.5
17 C 33.6 33.6 41.6
18 CH 40.8 41.0 47.8
19 CH 87.2 87.4 59.4
20 C 144.0 144.1 148.2
21 C 6 CH 170.3 170.5 77.2
22 CH, 46.6 46.6 49.5
23 CHs 6 CH, 26.9 113.7 112.9
24 CH; 18.3 23.2 23.1
25 CH, 6 CH; 67.9 20.1 19.8
26 CH; 16.3 15.9 15.7
27 CH; 14.4 14.7 14.2
28 CH; 17.7 17.7 19.4
29 CH, 116.9 117.0 110.9
30 CH; 18.7 18.7 19.6

@ Determinado en CDCIly/DMSO a 125.7 MHz.



Tabla 3.Datos espectroscépicos de RMN *H de los compuestos 3,4y 5
(500 MHz, CDCly).

H 3 4 5%
1 2.17m 1.61m 1.58 m
1 1.13 dt (13.3) 1.61m 1.56 m
2 2.15m 2.38m 2.31m
2 1.67m 2.17m 212m
5 1.19m 1.94 dd, (13, 2.5) 1.94 dd (12.5, 2.5)
6 1.57m 1.74m 1.78 m
6’ 1.50 m 1.40 m 1.35m
7 1.46 m 1.37m 1.41m
7 1.27 m 1.37m 1.36 m
9 1.42m 1.47m 1.49m
11 1.57m 1.39m 1.36 m
1r 1.02m 1.25m 1.26 m
12 1.66 m 1.68 m 1.67m
12' 0.96 m 0.97 m 1.10 m
13 1.74 td (10.5, 3) 1.75m 1.821td (12, 3.5)
15 1.66 m 1.72m 1.69m
15' 1.19m 1.15m 1.04 m
16 1.45m 1.45m 1.48 m
16’ 1.34 ddd (4.5, 13.5, 3) 1.36 m 1.34m
18 1.791t(10.5) 1.77m 1.411t(12)
19 4.52 d (10.5) 4.54 d (10) 2.33dd (12, 4.5)
21 - - 3.94ddd (8, 4.5, 1)
22 2.33d (17) 2.34d (17) 1.57m
22' 2.10dd (17, 1) 2.11dd (17, 1) 1.52m
23 1.02s 4.831t(1.5) 4.83 sa
23 - 4.66 d (1.5) 4.66 d (1.5)
24 0.97 s 1.73s 1.73s
25 4.24 dd (9, 3) 0.85s 0.83s
25’ 3.71.dd (9, 2) - -
26 0.956 s 1.09s 1.09s
27 0.96 s 1.00s 0.96 s
28 1.017 s 1.03 s 1.02s
29 5.06 s 5.07 s 4.81d (2)
29' 5.01ta (1) 5.03t(1) 4.69 sa
30 1.77 sa 1.78 s 1.71s

 Determinado CDCl;-DMSO 500 MHz, CO,H § 11.4



5.2 Pruebas biolégicas

Al realizar la evaluacion preliminar de la actividad antiinflamatoria de los

compuestos 2, 3 y 5 (tabla 4) se observd que sélo la lippidlida (3) y el acido

lippidlico (5) presentaron porcentajes de inhibicion mayores al 50%.

Tabla 4. Actividad antiinflamatoria de los compuestos 2, 3y 5 (1 umol/oreja)
en el modelo de edema inducido con TPA.

Muestra

Control
Compuesto 2
Compuesto 3

Compuesto 5

Edema (mg)
8.90 £ 0.35
5.23+1.32 *
2.23 £ 0.09 **

2.27 £0.65 **

Inhibicion (%)

41.20 **
74.91 **

74.53 **

Los datos representan el promedio de tres animales + el error estandar de la
media (xxEEM). Los resultados se analizaron mediante una prueba de t de
Student, los valores de p< 0.01 (**) se ¢ onsideraron como diferencia significativa

con respecto al control.

Se procedid a determinar la ICsp de los compuestos activos, mediante la

elaboracion de una curva dosis respuesta. La ICso de la lippiolida (3) resulté de

0.73 pmol/oreja. Elacido lippidl ico (5) presentd problemas de solubilidad en el

vehiculo empleado a concentraciones mayores de Jumol/mL, por lo que no fue

posible determinar su ICsp.



Tabla 5. Determinacion de la ICsp de los compuestos 3y 5.

Dosis

Muestra (umol/oreja) Edema (mg)
Control
- 14.17 +0.50
(acetona:CH,CL ;)

0.031 11.34 +0.98

0.1 11.33+1.07
Compuesto 3 0.31 9.40+1.20%*
1 5.56+1.30**
3.16 4.30+0.95**
0.031 11.58 +0.75

+
0.31 8.53+1.49
1 5.68+1.30

Inhibiciéon

(%)

19.98
20.09
33.67**
60.77**
69.66**
9.99
14.98
33.71*
55.87**

ICso

0.73 umol/oreja

R=0.96

<1 umol/oreja

Los datos representan el promedio de cuatro a siete animales + el error estandar de la
media (xtEEM). Los resultados se analizaron mediante un analisis de varianza (ANOVA)
seguido de una prueba de Dunnet, los valores de .05 (*) y p < 0.01 (**) se

consideraron como diferencia significativa con respecto al control.



6. CONCLUSIONES

Como resultado del estudio quimico de partes aéreas (hojas, flores y ramas

pequefas) de Lippia mexicana, se aislaron 4 triterpenos y un esterol.

El estudio quimico de Lippia mexicana permitié determinar que los compuestos

mayoritarios en la planta son triterpenos.

Los compuestos aislados se identificaron como (-sitosterol (1), cicloart-23-en-3p,

25-diol (2), lippidlida (3), ac. lippioliddlico (4) y ac. lippidlico (5).

Entre los compuestos aislados, tres son nuevos, lippidlida (3), ac. lippiolidolico (4)
y ac. lippidlico (5), mientras que los dos restantes, B-sitosterol (1) y cicloart-23-en-

3B, 25-diol (2), ya habian sido descritos.

Los compuestos nuevos, lippidlida (3), ac. lippioliddlico (4) y ac. lippidlico (5)
presentan un esqueleto de lupano y dos de ellos, lippidlida y el acido lippioliddlico,
poseen una estructura novedosa, ya que son los primeros lupanos con una o-

lactona en el anillo E.

En los ensayos de actividad anti-inflamatoria de los compuestos cicloart-23-en-3,
25-diol (2), lippidlida (3) y ac. lippidlico (5), los dos ultimos mostraron mayor

actividad.
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