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1 RESUMEN P

Aristolochia orbicularis Duch. es una planta mexicana utilizada en la medicina tradicional a
laque se le atribuyen varias propiedades terapéuticas, entre ellas la de regular la
hipertension arterial sistémica (HTAS). Hasta ahora, no hay estudios que respalden su
actividad, por esta razon, el presente trabajo se realizé con la finalidad de conocer la
composicién quimica de esta especie, asociada a la determinacion de su actividad
antihipertensiva.

Se obtuvo y analizé el extracto hexanico de Aristolochia orbicularis Duch., se encontré en
el fraccionamiento primario 14 grupos de fracciones, de las que se purificaron 22
compuestos de los cuales el B-cubebeno, el a-cadinano y el B-eudesmol no han sido
identificados en otras especies del género Aristolochia. Por otra parte, el analisis de las
fracciones por cromatografia en capa fina (CCF) demostré que la fraccidbn uno solo
contenia acidos grasos, y que las 13 y 14 estaban constituidas por resinas propias de las
fracciones polares de la planta. Por esta razén, en el presente trabajo Unicamente se
evaluaron las fracciones 2 a 12. Las pruebas de evaluacion del extracto in vitro se
realizaron en el modelo de relajacién de musculo liso en aorta, con y sin endotelio, aislada
de ratas Wistar, e indicaron una concentracion inhibitoria 50 (Clsg) de 122.47pg/mL. Con
base en este dato se realizaron las mismas pruebas para las fracciones 2 a 12,
demostrandose que las fracciones 2 a 5 son practicamente inactivas y que la actividad se
encuentra concentrada en las fracciones 6 a 11, siendo precisamente la 6 y la 11 las mas
activas. Las fracciones 1 a 5 se encuentran constituidas por terpenos (mono-, sesqui-, di-
y triterpenos), asi como triacilglicéridos y esteroles. El analisis quimico de las fracciones 6
a 12 indica la presencia de N-formilnornanteina y aristololactama B1, ambos derivados del
acido aristoloquico. Estos ultimos dos constituyentes son los responsables de la actividad
antihipertensiva, y actualmente se encuentran en evaluacion farmacolégica, a fin de

determinar su Cls.



2. INTRODUCCION 1

2.1 Las plantas medicinales y su estudio

Desde la antigliedad se ha empleado la medicina tradicional para tratar diversas enfermedades
y aliviar malestares, haciendo uso de recursos materiales, simbdlicos, religiosos y plantas con
cualidades medicinales. En México por ejemplo, los aztecas y los mayas tenian extensas
farmacopeas. El primer libro de herbolaria medicinal azteca (y una de las principales fuentes
bibliograficas e histéricas de medicina en México) lleva por titulo Libellus de medicinalibus
indorum herbis, conocido cuatro siglos después como Cdédice Badiano. De ésta manera, los
conocimientos para la identificacion de estas plantas, asi como su preparacién y aplicacion en
cualquier tipo de enfermedad, constituyen la gama de practicas culturales que han sido
desarrolladas y transmitidas de generacién en generacion por los antiguos mexicanos hasta
nuestros dias. De esta manera, son ellos los que poseen el conocimiento y ponen en practica
esta medicina con sus variantes, segun la enfermedad de que se trate. El uso de plantas
medicinales representa en muchas ocasiones, un recurso de sobrevivencia, ya que es

frecuente que esta alternativa represente la Gnica opcién disponible para atender su salud.'?

La riqueza floristica de México y su antigua herencia cultural, dan como resultado una lista de
plantas con uso etnomédico tan larga, que ofrece practicamente una fuente inagotable para el
estudio tanto fitoquimico como farmacoldgico, a pesar de que gracias a las culturas indigenas
han llegado a nosotros muchos farmacos y agentes de control de plagas que se usan en la
actualidad.® Se calcula que anualmente se gastan mas de mil millones de délares en el mundo
en el comercio e investigacion de plantas medicinales. Actualmente las investigaciones
cientificas sobre constituyentes han generado importantes contribuciones en la busqueda de
alimentos y farmacos potenciales.* Sin embargo el potencial de las plantas medicinales de
México como una fuente de compuestos bioactivos sigue siendo en gran parte inexplorado, ya
que aproximadamente el 95% de las plantas existentes en el mundo permanece sin recibir

ningun tipo de estudio; ° entre ellas Aristolochia orbicularis, utilizada en la medicina tradicional.



3. ANTECEDENTES 2

3.1 Hipertensién Arterial

La hipertension arterial sistémica (HTAS) es un problema de salud publica a nivel mundial. De
acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), el limite para definir a un paciente
como hipertenso es = 140 mm Hg en la presion sistdlica (presion cuando el corazén late) y/o
una elevacion = de 90 mm Hg en la diastdlica (presién cuando el corazon se relaja) medida en
tres 0 mas ocasiones en un lapso de 4 a 6 semanas. En México, para 1993 se registrd que el
25% de la poblacion padecia hipertension, sin embargo, en el aino 2000 la prevalencia
informada de HTAS entre los 20 y 69 afios fue del 30.05%, es decir, mas de 15 millones de

mexicanos que se encuentran en dicho grupo de edad .°

La Encuesta Nacional de Salud y Nutricion (ENSANUT) 2006 informé 31%, es decir, para 2007
se estimd que aproximadamente 17 millones de adultos mayores de 20 anos fueron portadores
de HTAS. Los estados del norte de nuestra republica alcanzan cifras de prevalencia adn
mayores. Aunque se ha mejorado la deteccion, lamentablemente alrededor del 61% de las
personas detectadas con HTAS en la encuesta nacional 2000, desconocian padecer este mal,
situacion que es de extrema importancia ya que, en general, en México el paciente acude al
médico cuando han transcurrido varios afos desde el inicio de su HTAS y, probablemente, ya
habra en la mayoria de los casos, algun grado de dano al érgano blanco. De los portadores que
fueron detectados como conocedores de su enfermedad, solo la mitad estaba bajo tratamiento
farmacoldgico antihipertensivo, y de éstos, sélo el 14.6% mostré cifras consideradas de control
(< 140/90 mm Hg). " También es comln que las personas recurran a la medicina tradicional
para tratar esta enfermedad. Una de las plantas utilizadas con este fin es Aristolochia

orbicularis Duch.
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Para el estimado real de estas cifras debe tomarse en consideracion ademas, que el criterio
reciente para control en la persona diabética o con dafo renal debe ser mas estricto (< 130/80
mm Hg). De manera que, se estima que solo aproximadamente el 10% de la poblacion
hipertensa en México esta realmente en control 6ptimo. Lo anterior podria contribuir a explicar
el porqué nuestra tasa de urgencias hipertensivas y eventos vasculares cerebrales, diabetes,
insuficiencia renal cronica, cardiopatia isquémica, insuficiencia cardiaca y retinopatia
hipertensiva, entre otros, van en aumento y no en reduccion. La prevalencia de HTAS guarda
estrecha relacion con la edad, medio ambiente, estilo de vida, género y factores co-morbidos,

tales como diabetes, obesidad, dislipidemias, tabaquismo y predisposicion genética.’

3.2 Los constituyentes quimicos de las plantas y su investigacion

Algunos constituyentes quimicos de las plantas poseen propiedades terapéuticas, ya que las
sustancias quimicas presentes en el tejido producen efectos fisioldgicos. Por esta razén, se han
aislado constituyentes activos para su uso directo 0 como precursores de moléculas
modificadas por sintesis quimica, para producir nuevas entidades patentables con mayor
actividad y/o menor toxicidad.® Desde antes del siglo XVIII, los productos organicos habian sido
aislados de organismos vivos. El quimico aleman Karl Wilhelm Scheele (1742-1786) fue capaz
de extraer algunos constituyentes simples, como glicerol y los acidos oxalico, lactico, tartarico y
citrico, de varias fuentes organicas, animales y vegetales. Friederich W. Sertlrner (1783-1841)
obtuvo morfina del opio en 1806, Pierre Joseph Pelletier (1788-1842) y Jean Bienaime
Caventou (1795-1887) aislaron estricnina, brucina, quinina, cinconina y cafeina en los

siguientes quince afios.’ En la actualidad casi el 25% de los farmacos que se prescriben



3. ANTECEDENTES 4

contienen uno o més principios activos® derivados de alguna planta®. De entre ellos sobresalen
los terpenos, alcaloides y fenoles.

Los terpenos son hidrocarburos de férmula general C4oHs que poseen un esqueleto carbonado
formado por la condensacion de dos o mas unidades de isopropeno. De acuerdo al nimero de
carbonos que incorporan en su estructura se clasifican como monoterpenos (Cyp),
sesquiterpenos (C4s), diterpenos (Cy), triterpenos (Cgzo) y terpenos superiores. Ejemplos

representativos de estos compuestos se ilustran en la figura 1.

OH

'/,/ 1
COOH

a-pineno (monoterpeno) a~cadineno (sesquiterpeno) esteviol (diterpeno)

lupeol (triterpeno) poliprenol (terpeno superior)

Figura 1. Ejemplos representativos de algunos terpenos

a . - . . .. ] s g
Principios activos: Sustancias con actividad farmacoldgica a los cuales se debe su empleo terapéutico. ™
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Los alcaloides se caracterizan por presentar un sistema heterociclico que contiene nitrégeno y
muestran propiedades fisiologicas muy intensas. Derivan de sustancias diversas como la
piridina, quinoleina, isoquinoleina, pirrol, entre otros. Se encuentran principalmente en
dicotiledoneas, entre ellas las familias Papaveraceae, Rubiaceae y Solanaceae. La mayoria de

los alcaloides son sdlidos cristalinos, insolubles en agua y solubles en acidos organicos (figura

2).
N
— N
\
0
N
N —
N CO,CHjs
H H3COZC
aquamicina ajmalicina
N N
” CO,CH, ' COMe
H
Catarantina tabernosina

Figura 2. Ejemplos representativos de algunos alcaloides

Los fenoles son compuestos formados por al menos un nucleo bencénico y un grupo hidroxilo.
De acuerdo con numero de grupos hidroxilo incluidos en su estructura, estos se clasifican en

fenoles monovalentes o polivalentes. Protegen a las plantas de dafio por oxidacion y realizan la
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misma funcién en los humanos. Estas moléculas son las responsables de los colores azul,

violeta y rojo de algunos frutos como uvas, arandano y berenjena (figura 3).

H3;CO OH
3 \
HO. O. W
HO (¢) 0 o
OH (6]
escopoletina (cumarina) naringenina (flavona)
OH
HO H
H n
B ; H
OH
a-tocoferol (vitamina E) vitamina K

Figura 3. Ejemplos representativos de algunos fenoles

Los pigmentos son constituyentes quimicos muy importantes en las plantas; los mas comunes son
las clorofilas, pigmentos fotosintéticos verdes. Presentan cuatro anillos pirrélicos en su estructura,
formando un macrociclo que contiene el cation magnesio. En las plantas hay dos tipos de clorofila:
a 'y . Estas moléculas estan relacionadas con la absorcion de algunos compuestos cancerigenos,
tienen actividad bactericida y son reconstituyentes sanguineos, entre otras actividades asociadas a
las mismas. El caroteno es uno de los compuestos mas importantes del grupo de los carotenoides.
Estos deben su color a un gran numero de atomos de carbono coordinativamente insaturados
dispuestos sucesivamente, se presenta fundamentalmente en tres formas a, B y », y se encuentran
en la zanahoria y asociada a la clorofila de las hojas verdes, en la leche y la sangre’' (figura 4,

pagina 7).



e

Clorofila a

D NS Y Ve e e e e

[-caroteno

Figura 4. Ejemplos representativos de algunos pigmentos

Las flavonas y antocianos derivan de la cromona. Los pigmentos amarillos de las plantas son
flavonas y se encuentran principalmente en flores a las que confieren su color. Los pigmentos rojos
y azules de flores y frutos estan relacionados estructuralmente con algunos flavonoides y
antocianos. Las antocianidinas se hallan en la naturaleza en forma de glucésidos, conocidos como

antocianos. Proporcionan enlaces que conectan cadenas de colageno, la proteina mas abundante

en el cuerpo humano (figura 5).""2

OH HO o

HO 0]
OH

OH O

OH o] OCH;
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luteolina (flacona) formononetina (isoflavona)
OH
O \\\\\\\|
OCH;
O
OCH;

silibina (flavonolignanos)

Figura 5. Ejemplos representativos de algunos flavonoides y antocianos

3.3 Como se sintetizan los constituyentes quimicos en las plantas

Se define como metabolitos primarios a aquellos productos naturales aislados de un ser vivo y
cuya presencia resulta indispensable para su vida. Son compuestos de amplia distribucién en
los seres vivos, es decir todos los contienen independientemente de si se habla de un animal,
planta o microorganismo. Ejemplo de metabolitos primarios son los polisacaridos, proteinas,
grasas y acidos nucleicos. Estos son fundamentales para generar los bloques de construccion
de toda materia viva, por ello resultan indispensables para la vida. Los procesos que implican la
sintesis de estas sustancias, constituyen el metabolismo primario. Sin embargo, existen otros
procesos quimicos Unicos en ciertas especies, y mediante ellos se sintetizan diferentes
productos de acuerdo al tipo de especie. Estas reacciones no son esenciales para la existencia
de los organismos y son llamadas metabolismo secundario. Algunos de los productos que
resultan de este proceso son terpenos, alcaloides, compuestos aromaticos y pigmentos (figuras

1-5, vide supra).
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Los bloques de construccion de los metabolitos secundarios derivan del metabolismo primario,
estos bloques son la base de muchas de las estructuras de los productos naturales y son

nueve (figura 6, pagina 10):

C,, estd compuesto por un solo atomo de carbono, usualmente en forma de un grupo metilo, y

se asocia con mas frecuencia al oxigeno o nitrdgeno, ocasionalmente al carbono.

C,, dos atomos de carbono pueden ser suministrados a los compuestos naturales como acetil-
CoA, este podria ser un grupo acetilo simple, como en un éster, pero con mayor frecuencia

como parte de una larga cadena de alquilo, también puede ser parte de un sistema aromatico.

Cs, (o unidad de isopropeno) fragmento caracteristico de los compuestos formados a partir de

mevalonato o fosfato deoxixilulosa.

CesCs, que se refiere a la unidad de fenilpropilo, y es obtenida del esqueleto de carbono de L-
fenilalanina o L-tirosina. CsC3 da origen a dos bloques de construccién adicionales, el C¢C, y CsCy,
incorporados en una gran cantidad de derivados del fenol. También derivado del esqueleto de
carbono de L-fenilalanina o L-tirosina se encuentra en fragmento CsC,N, que se encuentra
formando parte de una gran cantidad de alcaloides. Derivados de los aminoacidos L-ornitina
(aminoacido no protéico) y L-lisina, respectivamente, las unidades C4,N y CsN se encuentran

formando parte de alcaloides pirrolisidinicos y piridinicos. > '3



/S COOH
HyC > ——X—CH,
NH
COOH
SCoA SCoA | =)
Y Cs
0] L (0]

SCoA HO
3 X — HOOG — )\/
e) OH

o
S

COOH
= ccs

NH,,
L-Phe
COOH CeCy
NH, N
HO HO
L-Tir CGCZN
COOH
H2N M
L-Orn NH, N
HoN COOH
= PN AN\ =
L-Lis NH2 N

Figura 6. Bloques de construccién de los productos naturales

10
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3.4 La familia Aristolochiaceae Juss.

Tradicionalmente se ha considerado a la familia Aristolochiaceae como la unica del orden
Aristolochiales, en la clase Magnoliidae. Las caracteristicas morfolégicas de esta familia son:
hierbas frecuentemente trepadoras, rara vez arbustos pequefios o arboles, aromaticas, con
tallo simple o ramificado. Hojas alternas, simples pecioladas o subsésiles, enteras 0 a menudo
lobuladas, cordiformes exestipuladas, la nervacion actinddroma o pinnada. Inflorescencias
axilares, rara vez caulifloras a veces terminales racemosas o cimosas o con flores solitarias,
flores actinomorfas o zigomorfas; pediceladas, gamosépala (Aristolochia y Euglypha) caliz
inflado basalmente formando un utriculo, el tubo recto, arqueado o geniculado, el limbo de
colores vistosos, de purpureo a amarillo, entero a 3-lobado, algunas veces unido al tubo en la
parte central o peltado, la corola generalmente ausente, raramente con 3 pétalos (Saruma y
Asarum); estambres 5-6 (-40), los filamentos libres o unidos a la columna estilar o ginostemo,
en 1-2 series, las anteras ditécicas, con dehiscencia longitudinal; ovario infero raramente semi-
infero, apocarpico o sincarpico, 5-6-locular, 5-6-carpelar, la placentacién axilar, los 6vulos
numerosos, anatropos, el estilo solitario, engrosado, el estigma 3-6 lobado. El fruto es una
capsula o foliculo, 5-6-valvada, la dehiscencia septicida, septifraga o irregular, semillas
numerosas, triangulares, el endospermo abundante, el embrién pequeno. La familia cuenta con
7 géneros y aproximadamente 625 especies (la mayoria pertenecen al género Aristolochia),
distribuidas en los trépicos y las zonas templadas de Europa, Asia, Africa, Australia y América.
Los géneros de esta familia estan subdivididos en 3 tribus: Sarumeae, Bragantieae,

Aristolochieae."®



3. ANTECEDENTES 12

3.4.1 El género Aristolochia L.

Pocas especies de Aristolochia son usadas en horticultura, entre ellas A. grandiflora, A. labiata
y A. littoralis. La busqueda constante de productos derivados de plantas que actuen sobre el
metabolismo y enfermedades humanas ha llevado al estudio del acido aristoléquico (1). Esta
sustancia, presente en el tejido de muchas especies de la familia, posee la capacidad de

reducir ciertos tipos de cancer en ratones.

o COOH
<i NO
o 2
OCH,
1

Cerca de 550 especies pertenecen a éste género y para México hay 64 registradas. Son lianas
o hierbas volubles, con rizomas o raices tuberosas, rara vez pequeinos arbustos. Hojas alternas
variables en forma, pero generalmente cordiformes, exestipuladas, algunas veces con
pseudoestipulas reniformes u orbiculares. Inflorescencias axilares a veces caulifloras; flores
solitarias o agregadas, formando un racimo o un monocasio, zigomorficas, el caliz
generalmente tubular, de aspecto geniculado o rectilineo, la base inflada formando un utriculo,
la parte media prolongada, angosta, formando el tubo, algunas veces con estructuras o siringe
proyectada hacia el interior del utriculo, el limbo ensanchado y expandido, 1-3-lobado, los

I6bulos algunas veces con apéndices apicales, raramente un anillo interno presente entre el
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tubo y el limbo, la corola ausente; estambres 6, raramente 5, unidos en un ginostemo (fusion
del estilo, estigma y estambres en forma de una columna); ovario infero 5-6-locular, la
placentacién axilar, el estilo con |I6bulos estigmaticos coroniformes o subcapitados. El fruto es
una capsula septicida o septifraga; semillas numerosas, generalmente triangular-cordiformes, el
endospermo abundante, el embrién diminuto, apical. Aristolochia es el género mas diverso con
aproximadamente 500 especies. Es el Unico representante mexicano de la familia, con cerca de
65 especies en el pais, la mayoria de ellas se distribuyen en zonas tropicales del mundo,

14-15
(

aunque algunas alcanzan las regiones templadas figura 7, pagina 14).

3.4.2 Antecedentes etnobotanicos del género Aristolochia L.

Debido a su belleza, varias especies del género Aristolochia se utilizan como ornamentales y
de manera muy destacada, son utilizadas en la medicina tradicional como medicamentos y
ténicos para tratar diversas enfermedades, las cuales se encuentran descritas en el cuadro 1

(pagina 15).
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Cuadro 1. Usos en la medicina tradicional de algunas especies del género Avristolochia'®

Aristolochia

Jiquiro, jarrinha

Toda la planta

Tratamiento de erisipelas

acuatifolia
. . Disenteria, célicos gastrointestinales y
A. albida Rizomas mordeduras de serpientes
Emenagogo, antiséptico, diurético,
A. argentina Charrua, charruga Hojas, tallos tratamiento de artritis, envenenamiento y
pruritos
A. baetica Raiz Emenagogo, en cancer
A. birostris Caplv.ara_, angilico, Raiz En cancer
jarrinha
Ukulwe, bracteated Emenagogo, antihelmintico, purgante,
A. bracteata birthwort Toda la planta repelente de moscos e insecticida
Tratamiento de artritis, heridas,
A. brevipes Guaco Rizoma mordeduras de serpiente, dolor de muelas,
tos
A. chamissonis Toda la planta En debilidad
Oreja de zorro, . :
A. chilensis hiersza de la virgen Raiz Tratamiento para el puerperio, como
. emenagogo
Maria
A. cinnabarina Sichuan zhusalian Raiz Analgésico, calmar dolor
Tratamiento de céncer, problemas
A. clematitis Upright birthwort Raiz menstruales, heridas, tumores, depurativo,
repelente de insectos
A. contorta Elpe\(lne, ma dou Raiz En cancer
ling, tian xian teng
Antiespasmadico, analgésico,
. . anticarcinogénico, antimalaria y
A.constricta Saragez Hojas, tallos antiinflamatorio; emenagogo; mordeduras
de serpientes
Expectorante, antitusivo y antiasmatico;
A. cucurbitifolia Qing muxiang Frutos, raiz para el tratamiento de la inflamacion de los
pulmones
Ma dou ling, ging
muxiang,
A. debilis _selmokkou, Raiz Para disminuir la presion arterial
birthwort long,
chinese fairly vine,
birthwort
. . Mil hombres Tratamiento de hinchazén, dolor de
A. gibertii hembra, Toda la planta .
. estbmago y malestares
contrayerba, patito
Emenagogo, abortivo y antiséptico,
A. gigantea Toda la planta tratamiento de heridas y enfermedades de

la piel

A. grandiflora

Hojas, tallos

Uterotdnico, citotéxico y antimicrobiano;
tratamiento de mordeduras de serpientes y
repelente de moscas y gusanos

A. heterophylla

Yellowmouth,
dutchman'’s pipe

Frutos, raiz

Expectorante, antitusivo, antiasmatico y
analgésico; tratamiento de mordeduras de
serpientes

A.indica

Indian birthwort

Raiz

Emenagogo, cardioténico, diurético,
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antiinflamatorio, abortivo, sedativo, contra
gusanos intestinales, mordeduras y
picaduras venenosas

A. kaempferi

Yellowmouth,
dutchman’s pipe

Tratamiento de asma, tos, hemorroides,
como antiveneno, agente antibacterial,
hipotensién antipruriginoso, expectorante
y emético

Toda la planta

A. kankauensis

Expectorante, antitusivo, analgésico y

Frutos y raiz . o
antiasmatico

A. liukiuensis

Raiz Antiflogistico, desintoxicante y anodino

A.longa

Tian xian teng

Tratamiento de cancer, esclerosis,

Toda la planta . . ;
tumores de Utero y cancer de nariz

A. macroura

Mil hombres, patito
coludo, jarrinha,

Tratamiento para mordedura de serpiente
y reumatismo, como estimulante

Toda la planta circulatorio, antiinflamatorio, antiséptico y

isipomilhombres abortivo
Manchurian
birthwort,
A. manshuriensis manchurian guan Toda la planta Para disminuir la HTAS
mu tong, kan-
mokutsu,
mokuboi,
, Antiséptico, para cicatrizacion de heridas y
A. maurorum Zarand Raiz rofia de ovejas
Analgésico, anticancer, antimalarial,
A. mollissima Xun gu feng Frutos, raiz -ant_iinflamatorio y antirrgumético, para
' ’ disminuir la HTAS, tratamiento de dolor de
estbmago y malestar abdominal
Infecciones de la piel, dolor abdominal,
A. paucinervis Barraztam Toda la planta infecciones de las vias respiratorias

superiores

En cancer, como depurativo

A.rotunda Toda la planta
A. rodriguesii Sangue-de-Cristo  Raiz, hojas, tallos Abortivo y antiinflamatorio, t.ratamlento de
mordeduras de serpientes
Antirreumatico, agente antifertilidad,

A. triangularis

Mil hombres

diaforesis, diurético, antiséptico,
emenagogo, antidoto y abortivo;
tratamiento y heridas de la piel

Corteza

A. tuberosa

Tratamiento de dolor de garganta,
mordedura de serpientes venenosas
tuberculosis

Raiz

A.yunnanensis

Yunnan ma dou
ling, nan mu xiang

Tratamiento de enfermedades
gastrointestinales, tricomoniasis y varios
dolores

Raiz

A. zollingeriana

Madouling

Expectorante, analgésico, antitusivo,
antiasmatico; tratamiento de mordeduras

Frutos, raiz
de serpientes
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3.4.3 Estudios quimico-farmacolégicos del género Aristolochia L.

El género Aristolochia es una fuente importante de compuestos activos fisiolégicamente, que
pertenecen a diferentes clases quimicas. Contiene una gran cantidad de terpenos,
particularmente diterpenos."” Los trabajos que aportan un valor significativo son numerosos, sin
embargo, los estudios van dirigidos sélo a algunas especies. De 1973 a la fecha unicamente
hay 19 especies que cuentan con un estudio fitoquimico: A. argentina Gris., A. bracteata Retz.,
A, clematitis L., A. cymbifera Mart., A. debilis Sieb. & Zucc, A. indica L., A. kaempferi Willd., A.
longa L., A. maxima L., A. pandurata Jacq., A. reticulata Nutt., A. rotunda L., A. serpentaria L.,
A. shipo L'Herit., A, taliscana Hook & Arn., A. tomentosa Sims., A. zenkeri Engl., A. mexicana A.
Doetr., (y de una especie china («Mu-Tong») de la cual no se da mayor precision

taxonémica).'®

En la actualidad ha aumentado el nUmero de especies que cuenta con un estudio quimico y/o
farmacologico. Por citar algunas especies, estan las que han registrado una actividad
insecticida y repelente de insectos. Por ejemplo, Aristolochia clematitis se utiliza como
repelente de insectos, A. grandiflora es usada contra moscas y gusanos; y el extracto de A.
bracteata muestra actividad contra mosquitos. El aceite esencial de A. indica tiene actividad
antibacterial, ademas, uno de sus extractos mostrd tener actividad inhibitoria de tumores en el
sistema de prueba adenocarcinoma 755. Los extractos de petréleo crudo (hexano), de
cloroformo y alcohdlico de la raiz de A. indica son abortivos al 100 % en ratones hembra
maduras. El extracto metandlico de A. macroura muestra citotoxicidad contra carcinoma
hepatocelular humano, de la linea celular HepG2. La fraccion de cloroformo obtenida de los
rizomas de A. paucinervis tiene alta actividad bacteriostatica contra cepas bacterianas como
Clostridium perfringens ATCC13124 y Enterococcus faecalis, Micrococcus lutens y Bacillus
subtilis. Una fraccién similar de las hojas de esta planta, también presenta alta actividad

bactericida contra cepas aerobias y anaerobias. El resultado de este estudio apoya el uso en la
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medicina tradicional marroqui para tratar infecciones de piel y tejidos blandos, especialmente
gangrena y enfermedades intestinales. A. triangularis presenta actividad citotoxica contra
células KB e inhibe el crecimiento de tumores en la vesicula biliar. Los extractos hexanicos de
hojas y corteza de A. trilobata fueron muy activos contra Staphylococcus aureus y esto valida
su uso tradicional en curacion de heridas profundas y superficiales. El extracto de cloroformo

de A. trilobata mostré un efecto antiinflamatorio con un valor de 1Ds, de 108 pg cm? comparable

con el de la indometacina (93 pg cm™).™

La desventaja de este género, es que la mayoria cuenta con derivados de nitrofenantreno y

17,21
d, "

particularmente acido aristoléquico,? el cual induce nefrotoxicidad, mutagenicida y tiene

actividad carcinogénica en el ser humano, "%

provoca paro respiratorio y cardiaco en animales
de experimentacion, y diarrea y debilidad de las extremidades en el ganado.®? Su ingestion se
ha asociado a un cuadro clinico caracterizado por fibrosis intersticial renal rapidamente
progresiva que conduce de forma rapida a la insuficiencia renal crénica, junto con la aparicién
de tumores uroteliales del tracto urinario superior. El acido aristoléquico, también reacciona con
el ADN y forma aductos que se asocian con la transformacién maligna del tejido epitelial.*>%
Por ello, la Comunidad Europea ha prohibido la comercializacion de especies del género

Aristolochia®® y la Food and Drug Administration (FDA) ha retirado del mercado 13 productos

herbolarios que contienen acido aristoléquico.?

3.4.4 Bloques de construccion en compuestos del género Aristolochia.

Quimicamente, las plantas pertenecientes al género Aristolochia se caracterizan por la

presencia de dos grandes grupos de compuestos: terpenos y derivados aromaticos.
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El grupo de terpenos incluye desde monoterpenos hasta terpenos superiores y se
esquematizan en la figura 8, en la que se remarca con lineas mas intensas el bloque de

construccién Cs que les da origen.

N gy COOH
(@)
@)

limoneno madolina Acido ent-labd-8(3-ol-15-oico B-amirina

Figura 8. Tipos de terpenos en plantas del género Aristolochia

Los compuestos aromaticos aislados de plantas de este género se caracterizan por incluir dos

0 mas ciclos en su estructura (figura 9).

o COOH 0
< 0
NO
o 2 < NH
|‘ o ‘
OCH, O
OCHj

Acido aristoléquico Aristololactama |

L]

H3CO OO

OCHj

7,9-dimetoxitariacuripirona E/Z-N-Formilnornantenina

NO,

Figura 9. Tipos de compuestos aromaticos en plantas del género Aristolochia
y sus blogques de construccion
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3.5 Aristolochia orbicularis Duch.

Los estudios realizados sobre esta especie en realidad son pocos, en uno de ellos se describe
la estructura histoquimica de la semilla.’ Aristolochia orbicularis Duch, es una hierba perenne,
puberulenta a glabra. Hojas suborbiculares, emarginadas a redondeadas en el apice,
profundamente cordadas en la base, 2-7 cm de ancho, 3-9 cm de largo, suaves, envés
finamente puberulento a glabro. Pseudoestipulas ausentes. Flores solitarias en axilas foliares,
ebracteoladas, rectilineas, verde-amarillentas y purpura oscuro, el utriculo subesférico, 5 mm
de largo, tubo recto, 4 mm de largo, limbo 1-lobado, linear, 4 mm de ancho, 3 cm de largo,
subemarginado en el apice. Ginostemo 6-lobado, 1.2 mm de largo, 1 mm de ancho, 6 anteras,
equidistantes. Fruto elipsoide, 14 mm de largo, 11 mm de ancho, dehiscencia basipetal,
septifraga. Semillas numerosas, 3 mm de ancho, 4 mm de largo, 0.2 mm. Habita zonas rocosas
y bosques de México; se distribuye en Guerrero, México, Morelos, Nayarit, San Luis Potosi y
Tamaulipas. Esta planta es faciimente identificada por sus flores pequefas, el limbo largo,

linear y por su habitat. Hinton registré el nombre nativo de “cuajo” (figura 10).%’

Raices de A. orbicularis Hojas, flores y fruto A. orbicularis

Figura 10. Aspectos morfoldgicos de Aristolochia orbicularis Duch.

Se tiende a confundir a A. styoglossa Pfeifer con A. orbicularis Duch., es muy dificil distinguirlas, por
lo que se requiere de un estudio taxondmico que encuentre caracteres o evidencia taxonémica que

a delimitarlas. Generalmente A. styoglossa se distingue por su caliz ancho y espatulado, en
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contraste con el caliz mas largo y linear de A. orbicularis. A. styoglossa estd mas ampliamente
distribuida en el rango del complejo Orbicularis-Styoglossa, que se encuentra en los estados de

Guerrero, Jalisco, México, Michoacan, Morelos, Oaxaca, Puebla y San Luis Potosi." (figura 11).

Figura 11. Distribucion de Aristolochia orbicularis Duch. en México

3.5.1 Antecedentes etnobotanicos de Aristolochia orbicularis Duch.

El unico antecedente documentado es el uso de la raiz de esta planta para dolor estomacal y 6seo
en la region de Xochipala, Guerrero, donde crece abundantemente; sin embargo, se desconoce el
modo de empleo.”® Mediante comunicacion verbal, los miembros de la comunidad rural de
Xochicalco, en el estado de Morelos, refieren su uso en el tratamiento de la diabetes y para bajar la

presion.
3.5.2 Estudios quimico-farmacoldgicos de Aristolochia orbicularis Duch.

A. aff. orbicularis solamente cuenta con un estudio quimico, en el que se aisl6 el aceite esencial de
la raiz y se evalud su afecto repelente contra Sitophilus zeamais Motschulsky (Coleoptera). De este
aceite fueron identificados mediante cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas y
otros métodos espectroscépicos, aproximadamente cuarenta constituyentes. Algunas fracciones

cromatograficas tuvieron mayor repelencia que el aceite total.””
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4. JUSTIFICACION

La hipertension arterial sistémica (HTAS) es un problema de salud publica a nivel mundial. En
México la Encuesta Nacional de Salud y Nutricion (ENSANUT) 2006 estimé que en el ano
2007, aproximadamente 17 millones de adultos mayores de 20 anos fueron portadores de

HTAS.

En la actualidad, algunas comunidades indigenas siguen recurriendo a la medicina tradicional
para tratar diversas enfermedades, entre ellas la HTAS, haciendo uso de plantas con
propiedades medicinales, que representan en muchas ocasiones un recurso de supervivencia,
ya que es frecuente que esta alternativa represente la unica opcion disponible para atender su

salud. Una de las plantas comunmente usadas con este fin es Aristolochia orbicularis Duch.

Aunque se han atribuido diferentes propiedades terapéuticas a Aristolochia orbicularis, no
existe ninguna evidencia cientifica que soporte tal actividad y su potencial uso terapéutico. Por
esta razén es importante el presente estudio quimico-farmacolégico, que evalua la actividad

antihipertensiva de la planta y valida su uso popular.
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Si  Aristolochia orbicularis es utilizada en la medicina tradicional mexicana como agente
antihipertensivo, entonces debe contener algun o algunos constituyentes quimicos que

presenten esta propiedad farmacoldgica.
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6.1 Objetivo general

Realizar el estudio biodirigido de Aristolochia orbicularis Duch., evaluando su actividad

antihipertensiva, asi como establecer la estructura molecular de sus constituyentes quimicos.

6.2 Objetivos especificos

1. Obtener el extracto hexanico de la raiz de Aristolochia orbicularis.

2. Evaluar la actividad antihipertensiva en el extracto total.

3. Realizar la separacion cromatografica del extracto total en fracciones menos complejas
que el extracto original.

4. Evaluar las fracciones obtenidas a partir del extracto original para determinar la
actividad antihipertensiva.

5. Obtener constituyentes puros a partir de las fracciones.

6. Determinar la estructura molecular de los constituyentes puros aislados.

7. ldentificar los constituyentes responsables de la actividad antihipertensiva mostrada por
la planta.

8. Validar el uso popular de Aristolochia orbicularis como antihipertensiva en la medicina

tradicional mexicana.
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7.1 Recolecta del material vegetal

Las raices de Aristolochia orbicularis fueron recolectadas el dia 14 de octubre de 2008 en
Xochicalco, en el estado de Morelos por la M. en C. Patricia Alvarez Fitz, y fue determinado por
la M. en C. Margarita Avilés y la M. en C. Macrina Fuentes. El sitio se localiza en los 18°48.383
norte, 99°17.6640 oeste; a una altitud de 1309 msnm, en el municipio de Temixco (figura 12).
Se prepararon especimenes de herbario y fueron depositados en el Herbario del Instituto

Nacional de Antropologia e Historia Morelos (INAHM). Su numero de herbario es INAHM-2032.

Figura 12. Localizacion del sitio de colecta de Aristolochia orbicularis Duch., en Xochicalco, municipio de
Temixco, Morelos.

7.2 Obtencidon del extracto hexanico de Aristolochia orbicularis Duch.

El material vegetal de Aristolochia orbicularis (raices) se secé a temperatura ambiente y a la
sombra durante 30 dias. Posteriormente se pulverizé en un molino de martillos (THOMAS

modelo 3383-L10). Se obtuvieron 670 g de material molido, que se envasaron para su
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extraccién en un matraz de 3 L. A partir de este material se obtuvo, mediante maceracion, el
extracto de n-hexano. El disolvente de extraccién (maceracion) se recuperd por destilacion a
presién reducida a una temperatura de 69°C, utilizando un rotaevaporador Bichi modelo R-

115. Al final de este proceso se obtuvieron 28.4 g de extracto n-hexanico total.

7.3 Evaluacién Farmacolégica

La actividad vasorrelajante del extracto y fracciones de Aristolochia orbicularis fue evaluada en
intervalo de concentracion de 0.01-1000 pg/mL, distribuidos en 10 diluciones en Y2 de
logaritmo. La actividad se determind en anillos de aorta de rata precontraidos con
noradrenalina (NA) con y sin endotelio, utilizando la metodologia previamente descrita por
Estrada-Soto (2000)?° y Hernandez-Abreu et al. (2009)* y que se describe en los siguientes

puntos:

7.3.1 Aislamiento de aorta

Se utilizaron ratas macho adultas de 250 a 300g de peso de la cepa Wistar, que fueron
alimentadas ad libitum con libre acceso de agua. Los animales se sacrificaron por sobredosis
en una camara de éter etilico. Posteriormente se realizé una diseccion en su abdomen para
aislar la aorta, la cual se liberé de tejido remanente evitando hacer algun dafio al endotelio
(cuando el experimento lo requeria, fue necesario removerlo). La aorta se coloc6 en solucion
Ringer-Krebs, con la siguiente composicién (mM): NaCl, 118; KCI, 4.7; KH,POy4, 1.2; MgSOQOs,,
1.2; CaCl,, 2.5; NaHCO3;, 25; EDTA, 0.026 y glucosa 11.4. La solucion Ringer Krebs se preparé
con agua destilada, a pH 7.4 y se mantuvo constantemente burbujeada con una mezcla

gaseosa de 0,/CO, (19:1), a 37°C. La aorta aislada se corté en segmentos de 3 a 5 mm.
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7.3.2 Sistema de registro

Para determinar el efecto sobre la contraccién inducida por NA en los anillos de aorta, los
segmentos de ésta se colocaron en una camara de incubacién con 10 mL de solucion Ringer-
Krebs burbujeada constantemente con una mezcla gaseosa al 5% de CO, en O, a 37°C
(mantenida mediante un bafo recirculador). En estas condiciones el tejido se sujeté de un
extremo al piso de la camara y del otro a un transductor de fuerza Grass Modelo FT 03, el cual
registra constantemente las sefiales mecanicas de las contracciones y las envia a un poligrafo

Grass modelo 7D de 6 canales.

7.3.3 Evaluacion de la actividad antihipertensiva del extracto hexanico de

Aristolochia orbicularis Duch.

Para estabilizar el tejido en las condiciones in vitro, cada segmento del mismo se incubd y
mantuvo en solucién Ringer-Krebs durante un periodo de 30 minutos, con una tensién inicial
aproximada de 3 g. Posteriormente, se continudé con un periodo de sensibilizacion del tejido con
NA 1x10"M, y después de 15 minutos, cada tejido fue lavado con solucién Ringer-Krebs (todo
esto por triplicado); en la Ultima estimulacién se agregé carbacol (1x10°M) para corroborar la

presencia o ausencia de endotelio.

Para determinar la actividad antihipertensiva del extracto n-hexanico, el tejido fue precontraido
con una concentracién 1x107M de NA para los anillos con y sin endotelio. El tono muscular fue
calculado con el programa Acknowlenge (BIOPAC, CO., USA). Finalmente, se construyeron
curvas acumulativas concentracion-respuesta de las muestras de prueba, con el programa

Origin 6.0, para determinar el efecto relajante demostrado después de aplicar cada muestra.
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Como controles positivos se utilizd carbacol (agonista competitivo de acetilcolina) y nifedipina

(bloqueador irreversible de canales de calcio) en presencia y ausencia de endotelio.

Para evaluar las fracciones se siguid el mismo procedimiento hasta la sensibilizacion. A
continuacion se agregé la Clso = 122.47 ng/mL (calculada del grafico concentracion respuesta),
y al cabo de 15 minutos, el tejido fue precontraido con NA (1x107M). Se observa la actividad
que presentan las fracciones en un lapso de 15 minutos y se grafican con el programa Origin

6.0.

7.4 Andlisis Estadistico

Los resultados obtenidos en la determinacién de la actividad antihipertensiva son expresados
como la media de 6 animales + el error estandar de la media (EEM). Las curvas concentracion-
respuesta (CCR) fueron elaboradas en el programa Origin 6.0. El analisis estadistico fue
realizado en el programa SPSS 10.0, estableciendo una significancia estadistica entre las

diferencias de las medias de p<0.05 mediante ANOVA vy la prueba de Tukey.

7.5 Estudio fitoquimico de Aristolochia orbicularis Duch.

Para obtener los constituyentes bioactivos de A. orbicularis, el extracto n-hexanico (28.4
g adsorbidos en 28 g de gel de silice) fue sometido a un fraccionamiento primario mediante
cromatografia en columna abierta (fase normal, columna de vidrio de 5.5 cm de diametro
interno). El procedimiento general para purificar un extracto vegetal por cromatografia en

columna abierta es:
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1. El extracto a resolver se analiza en cromatografia en placa fina (CCF) con diferentes
fases moviles hasta encontrar aquella en la que se observa la mayor separacion de sus
constituyentes y en la que el Rf del componente menos polar sea de 0.5 (esta sera la

fase movil inicial para el proceso de cromatografia en columna).

2. Se calcula la cantidad de fase estacionaria a utilizar (gel de silice), la cual es funcién de
la cantidad de extracto que se desea purificar. Para gel de silice 0.063-0.200 mm
Kieselgel 60, esta cantidad se calcula multiplicando la cantidad de extracto en gramos

por 30.

3. La gel de silice calculada en el punto niumero 2 se suspende en el disolvente que se

usara como fase movil inicial del proceso (elegido en el punto numero 1).

4. La suspension de fase estacionaria en fase mévil se adiciona en una columna de vidrio
con llave de teflon, en la que se ha colocado un algoddn en la parte final a modo de
tapén. Esta columna debe tener el diametro interno (di) y altura adecuados para

empacar en ella toda la gel de silice calculada.

5. Se adiciona el extracto a la columna, con ayuda de una pipeta Pasteur si es liquido o
adsorbido sobre gel de silice si es sdlido. El proceso de adsorcion consiste en
solubilizar el extracto en la menor cantidad posible de aquel disolvente que permita su
disolucion total, y adicionarle la misma cantidad que su peso de gel de silice de tamafio
de particula 60:230; el extracto se deja secar sobre esta gel de silice, moviéndolo
continuamente con una espatula a fin de lograr una distribucién homogénea sobre las

particulas de la misma.

6. Después de la adicion del extracto a la columna cromatografica se adiciona sulfato de
sodio anhidro (1.5 cm de altura), que tiene como funcion atrapar la posible humedad

contenida en la fase movil.
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7. Sobre la capa de sulfato de sodio anhidro se coloca una capa de algodon.

8. Se inicia la elucién de la columna con la fase movil elegida, obteniendo fracciones del

volumen variable dependiente de la cantidad del extracto a purificar.

9. Cada fraccion obtenida del proceso cromatografico se analiza mediante CCF (placas de
Kieselgel de base de aluminio de 4 x 5 cm y 1 mm de espesor) con el propdsito de
establecer el numero de compuestos que contienen y su similitud con el resto de las
fracciones obtenidas. Para la visualizacion de los compuestos en las mismas se utilizan
como reveladores una lampara de luz ultravioleta (onda corta a 254 nm y onda larga a

365 nm) y solucién de sulfato cérico amoniacal en H,SO,4 2N.

10. Las fracciones similares se reunen en grupos para obtener extractos secundarios, que
seran sometidos a sucesivas columnas cromatograficas mediante este mismo

procedimiento, hasta la obtencion de los compuestos puros que contienen.

De esta manera, el proceso cromatografico primario del extracto de n-hexano de Aristolochia
orbicularis se inicio en una columna de vidrio empacada con 568 g de gel de silice. La fase
movil inicial fue diclorometano 100%, y se fue aumentando la polaridad gradualmente mediante
adiciones de acetato de etilo: CH,CI,-AcOEt (95:5, 90:10, 80:20, 75:25, 70:30, 60:40, 40:60),
finalmente la columna se lavé con metanol 100%. Durante todo el proceso cromatografico se
obtuvieron fracciones de 150 mL, que fueron concentradas en un rotaevaporador (Btchi,
modelo R115) para recuperar y reciclar la fase movil. La composicién de cada fraccion obtenida
fue monitoreada mediante CCF. Las fracciones obtenidas se reunieron de acuerdo a la similitud
cromatografica observada en este analisis. Este fraccionamiento primario, y el analisis de las
fracciones obtenidas del mismo condujeron a la formacion de catorce grupos de fracciones

(cuadro 2, pagina 31).
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Cuadro 2. Fraccionamiento primario del extracto hexanico de Aristolochia orbicularis

Grupo Fase movil Proporcién Fraccion

1 CH,Cl, 100% 1-2

2 CH,Cl, 100% 3-4

3 CH.CI, 100% 5-6

4 CH,Cl, 100% 7-8

5 CH.CI, 100% 9-18

6 CH.CI, 100% 19-45

7 CH,Cl, 100% 46-89
CH,CI,-AcOEt 95:5 90-100

8 CH.CI,-AcOEt 90:10 101-114
CH,CI,-AcOEt 80:20 115-124

9 CH.CI,-AcOEt 80:20 125-155
CH,CI,-AcOEt 75:25 156-167

10 CH,Cl,-AcOEt 70:30 168-175

11 CH,Cl,-AcOEt 60:40 176-222

12 CH.,Cl,-AcOEt 40:60 223-270

13 CH,Cl,-AcOEt 20:80 271-303

14 Metanol 100% 304-312

Los 14 grupos descritos en el cuadro 2 fueron analizados mediante CCF, demostrando que 13y 14
no contenian ningin compuesto homogéneo, por lo que ya no fueron analizadas. La actividad
antihipertensiva de los grupos 2-12 fue evaluada como se describe en la seccién 7.3 (vide supra). El
analisis de la composicién quimica y de los resultados de esta actividad, fueron los criterios
utilizados para decidir reagrupar las fracciones obtenidas como se indica en el cuadro 3. Con base
en ella se describiran los métodos de purificacion empleados para la obtencion de sus compuestos

puros:

Cuadro 3. Grupos de fracciones que fueron analizados quimicamente

Grupo Fase movil Proporcién Fraccion
1 CH,CI, 100% 1-2
2-4 CH,CI, 100% 3-8
5 CH,Cl, 100% 9-18
6 CH,CI, 100% 19-45
7-8 CH.Cl, 100% 46-124
CH,Cl,-AcOEt 80:20
9-10 CH,Cl,-AcOEt 80:20 a 70:30 125-175
11 CH,CI,-AcOEt 60:40 176-222
12 CH,Cl,-AcOEt 40:60 223-270
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Grupo 1. Corresponde a 685 mg de residuo obtenido a partir de las fracciones 1 y 2 del
proceso cromatografico primario, las que fueron eluidas con CH,Cl, 100%. Estas fracciones se
caracterizaron por presentar una consistencia aceitosa de color amarillo intenso, y poseer un
olor penetrante y muy agradable. Debido a que presentaba las caracteristicas clasicas de un
aceite esencial, se decidi6 llevar a cabo su andlisis y caracterizacion mediante
cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas. Se utilizé un cromatdgrafo de gases
marca Agilent modelo 6890 acoplado a un detector selectivo de masas marca Agilent modelo 5973,
con un voltaje de ionizacion de 70 eV y modo de impacto electrénico (IE). La composicion quimica

de este aceite se indica en el cuadro 9 (ver seccidn de resultados y discusion, pagina 45).

Grupos 2-4. Estuvieron constituidos por las fracciones 3-8 del proceso cromatografico primario.
Su analisis en CCF indica que este grupo de fracciones contiene varios constituyentes
minoritarios que se encontraban presentes en el grupo 1 (por lo que ya no se les dio
importancia), ademas de un compuesto mayoritario, cuya purificacion se constituyé como el
objetivo de este proceso cromatografico. Para ello, 4.0 g del residuo aceitoso que se obtuvo de
las mismas fueron sometidos a proceso cromatografico en columna abierta. El residuo fue
aplicado con ayuda de una pipeta Pasteur (no fue necesario adsorberlo por tratarse de un
aceite) en una columna de vidrio de 3 cm de diametro interno empacada con 120 g de gel de
silice (0.063-0.200 mm Kieselgel 60 Merck). La columna se eluy6é con una mezcla de n-hexano-
CH.ClI, (7:3). A lo largo de todo este proceso se obtuvieron un total de 92 fracciones de 100 mL.
A partir de la fraccion 16 y hasta la 48 fue posible obtener epdxido de cariofileno (2) (cuadro 4,
pagina 33) como un aceite incoloro de olor muy agradable, el cual fue identificado mediante
resonancia magnética nuclear de hidrégeno (RMN 'H) y de carbono trece (RMN 'C), y por
comparacion en CCF con una muestra auténtica del mismo. Se utilizé un equipo Varian de 200
megahertz (MHz) y Varian-Unity de 400 MHz para 'H, mientras que para "*C a 50 MHz y 100

MHz respectivamente, las muestras se disolvieron en cloroformo deuterado (CDCls).



7. MATERIAL ¥ METODOS 33

Cuadro 4. Columna cromatografica del grupo 2

Hexano-CH,ClI, 7:3 1-15 -—- -

H N

e,
Epoxido de ' 0
Hexano-CH,ClI, 73 16-48 cariofileno
(2)

g

Hexano-CH,ClI, 7:3 49-92 Resinas -

Grupo 5. Es un residuo aceitoso de color amarillo intenso, con un peso de 4.9 g, el cual fue
obtenido a partir de las fracciones 9-18 del proceso primario. Este se aplicd directamente en
una columna cromatografia abierta empacada con 90 g de gel de silice (0.063-0.200 mm
Kieselgel 60 Merck) suspendida en n-hexano-CH,Cl, (7:3), mezcla que fue utilizada como
sistema eluyente. A lo largo de todo este proceso de purificacién se obtuvieron 186 fracciones
de 50 mL. Las fracciones 28-80 incluian tres compuestos, las fracciones 81-100 contenian dos
compuestos, y finalmente las fracciones 101-127 contenian un componente mas (cuadro 5).
Debido a la dificultad que se presentd para separar los constituyentes de estas fracciones, se

realizaron procesos cromatograficos adicionales.

Cuadro 5. Columna cromatografica del grupo 5

Fase movil Proporcion  Fraccién Compuesto
Hexano-CH,ClI, 7:3 1-27
acetato de
. cariofilenol (3)
Hexano-CH,Cl, 7:3 28-80 triacilglicérido (4)
p-mentanol (5)
) ) i triacilglicérido (4)
Hexano-CH,Cl, 7:3 81-100 4cido ferdlico (6)
Hexano-CH,ClI, 7:3 101-127 acido ferulico (6)
Hexano-CH,Cl, 6:4 128-182 —
CH,CI, 100% 183-186 Resinas
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Purificacion de acetato de cariofilenol (3), triacilglicérido (4) y p-mentanol (5) a partir

de la fraccion 28-80 del proceso cromatografico del grupo 5.

Se empaquetd una columna con 72g de silica gel (0.063-0.200 mm Kieselgel 60 Merck) mezclada
con hexano-diclorometano 9:1. No fue necesario adsorber el extracto (2.38 g) por tratarse de un
aceite, el cual se aplicé directamente sobre la gel de silice humeda. Se utilizd como fase movil
inicial hexano-diclorometano 9:1. Se obtuvieron 262 fracciones, las cuales fueron reunidas por
similitud cromatografica (CCF). Las fracciones 112-131 mostraron un solo compuesto en
cromatografia en capa fina, que fue identificado como acetato de cariofilenol (3), en las fracciones
132-165 eluy¢ triacilglicérido (4), y finalmente, en las fracciones 156-165 se aislé p-mentanol (5)

(cuadro 5.1).

Cuadro 5.1. Columna cromatografica de las fracciones 28-80 del grupo 5

ri%?/?l Proporcién Fraccion Compuesto Estructura
Hexano- .

CH,Cl, 8:2 1-111 - ----

H
Mgy, Q

Hexano- 8:2 112-131 acetato de ,,,,,,,,O)J\
CH,Cl, ) cariofilenol (3)
Hexano- . Triacilglicérido

CH,Cl, 8:2 132-165 4)
Hexano- .

CH,Cl, 8:2 166-183 - -
Hexano- 8:2 184-191 p-mentanol

CH,Cl, ' (5)

OH

Hexano- .

CH,Cl, 7:3 192-262 - -
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Purificacion de acetato de triacilglicérido (4) y acido feralico (6) a partir de la

fraccién 81-100 del proceso cromatografico del grupo 5.

En las fracciones 81-100 del proceso cromatografico del grupo 5 se formaron sdlidos. Estos se
filtraron y se lavaron con n-hexano. Su andlisis en RMN y su comparaciéon con una muestra
autentica en cromatografia en capa fina permitié identificarlo como acido ferulico (6). Con las
aguas madres resultantes de la filtracion (aceite) se monto la siguiente columna cromatografica.
Esta se empaquetd con 7 g de gel de silice (0.063-0.200 mm Kieselgel 60 Merck) mezclada con
n-hexano-diclorometano 8:2. 0.219 g del aceite se aplicaron directamente en la gel de silice
humeda. Como fase movil inicial se uso la mezcla hexano-diclorometano 8:2. Se obtuvieron 85
fracciones. En las fracciones 27-60 eluyé un compuesto puro, que fue identificado como
triacilglicérido (4), y en las fracciones 61-85, se obtuvo nuevamente acido ferdlico (6). El cuadro

5.2 resume este proceso cromatografico.

Cuadro 5.2. Columna cromatografica de las aguas madres de las fracciones 28-80 del grupo 5

1-26

acetato de
Triacilglicérido

Hexano-CH,ClI, 8:2 D
61-85 acido ferulico (6)

HO

OCH,
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Purificacion de &cido ferdlico (6) a partir de la fraccion 101-127 del proceso

cromatografico del grupo 5.

Los solidos que se formaron en las fracciones 101-127 del proceso cromatografico del grupo 5
se filtraron y lavaron con n-hexano. Su analisis en RMN y comparaciéon con una muestra

autentica en cromatografia en capa fina permitio identificarlo como acido ferulico (6).

Grupo 6. El residuo de la reunién 6 se lavé con 1:1 hexano-CH.Cl, para separar los cristales
[N-formilnornanteina (7)] de las aguas madres. Las aguas madres (2.5 g) se analizaron
mediante cromatografia en capa fina, mostrando contener exclusivamente al compuesto (7) por

lo que no fueron analizadas posteriormente.

H3CO

b4

HaCO CHO

Grupo 7 y 8. A. orbicularis demostré tener una composicion quimica rica en compuestos de
baja polaridad, por lo que las fracciones de polaridad intermedia, incluidas en estos dos grupos
de fracciones, contuvieron no solo pocos constituyentes quimicos, sino que estos fueron
obtenidos en baja cantidad. Los 996 mg del residuo contenido en estas fracciones se

disolvieron en la minima cantidad posible de CH,CI, para adsorberlos sobre 1 g de gel de silice
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(0.063-0.200 mm Kieselgel 60 Merck). El extracto adsorbido fue aplicado en una columna
cromatografica de 1 cm de diametro con 9 pulgadas de gel de silice (Kieselgel 60 Merck), y se
humedecié con hexano-AcOEt 85:15. Se aplicd la fase movil inicial hexano-AcOEt 85:15. Se
obtuvieron 278 fracciones de 5 mL. En las fracciones 60-197 se formaron cristales, que se
separaron de las aguas madres y se etiquetaron para su analisis en RMN, lo que confirmo su
identidad como la mezcla de los esteroles B-sitosterol (8) y estigamasterol (9). Las fracciones

215-268 permitieron obtener un poco mas de N-formilnornanteina (7) (cuadro 6).

Cuadro 6. Columna cromatografica de los grupos 7y 8

Proporcién Fraccion Compuesto Estructura
Hexano- .
CH,Cl, 85:15 1-59
) B-sitosterol (8)
60-197 estigmasterol (9)
Hexano- .
CH,CI, 8:2
198-214
N-
215-268 formilnornanteina
(7)
Acetona 100% 269-278 Resinas -
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Grupo 9 y 10. El analisis por cromatografia en placa fina del residuo obtenido de estas
fracciones indicé la presencia de tres compuestos, los dos de menor polaridad como
minoritarios y el mas polar como el componente principal. Para su purificacion se empaqueté
una columna de 1.8 cm de diametro con 9 pulgadas de gel de silice (Kieselgel 60 Merck) y se
humedecié con CH.Cl,-acetona 98:2. Los 920 mg del extracto se disolvieron en la minima
cantidad posible de CH,CIl, para adsorberlo con 920 mg de silica gel (0.063-0.200 mm
Kieselgel 60 Merck), y una vez adsorbidos se aplicaron en la columna. A lo largo de todo el
proceso cromatografico se utilizé la fase mévil CH,Cl,-acetona 98:2. Como resultado de su
desarrollo se obtuvieron 63 fracciones de 5 mL. Las fracciones 5-13 permitieron aislar
nuevamente la mezcla de esteroles p-sitosterol (8) y estigmasterol (9), y en las fracciones 14-
17 se obtuvo una cantidad adicional de N-formilnornanteina (7). Finalmente, la Aristololactama
B1 (10) se obtuvo en forma pura en las fracciones 18-33 y en forma impura en las fracciones

34-62 (cuadro?).

Cuadro 7. Columna cromatografica de los grupos 9y 10

Fase movil Proporcion  Fraccion Compuesto Estructura

1-4

513 B-sitosterol (8)

estigmasterol (9)

14-17 N-formilnornanteina (7)

o
H,CO
O .
CHCl,- acetona 98:2 Aristololactama B1

OCHs

HaCO
18-33 (20) ‘
pura O
Avristololactama B1
34-62 (10) impura

Acetona 100% 63-66 Resinas -—-
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Columna cromatogréfica de la fraccion 34-62 obtenida del proceso cromatogréafico

de los grupos 9y 10.

En este grupo de fracciones se formaron cristales de color amarillo-naranja, los cuales se
lavaron con n-hexano, recuperandose las aguas madres. El analisis espectroscopico mediante
RMN de estos cristales y la comparacion de los datos obtenidos con los informados en la

literatura permitié identificarlos como Aristololactama B1.

Con las aguas madres de dicha fraccidon se monté una columna de 1 cm de diametro, que se
empaqueté con 9 pulgadas de gel de silice (Kieselgel 60 Merck), y se humedecié con hexano-
acetona 8:2. 191 mg de aceite se aplicé directamente sobre la gel de silice humeda
utilizandose hexano-acetona 8:2 como fase movil inicial. Se obtuvieron 16 fracciones de 5 mL

como se indica en el cuadro 7.1.

Cuadro 7.1. Columna cromatogréfica de las fracciones 34-62 de los grupos 9 y 10

Fase movil Proporcién  Fraccion Compuesto Estructura
1-5
Hexano- acetona 8:2 6-12 Ar'StOIOEBt)ama B1
13-16

Grupo 11. Se empaqueté una columna de 1 cm de diametro con 9 pulgadas de gel de silice
(Kieselgel 60 Merck) y se humedeci6 con CH,Cl,-AcOEt 9:1. 729 mg del extracto contenido en
las fracciones 176-210 del proceso cromatografico inicial se disolvieron en la minima cantidad
de CH.Cl, y se adsorbieron con 729 mg de silica gel (0.063-0.200 mm Kieselgel 60 Merck).

Una vez adsorbidos se vertieron en la columna cromatogréfica, utilizandose CH,Cl,-AcOEt 9:1
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como fase movil inicial. Se obtuvieron 136 fracciones de 5 mL, las cuales fueron reunidas como

se indica en el cuadro 8.

Cuadro 8. Columna cromatografica de las fracciones 34-62 de los grupos 9y 10

Fase movil Proporcién  Fraccién Compuesto Estructura
9:1 1-105 —
Hexano- acetona 85:15 106-121 Ar'StOIOEBt)ama B1
7:3 122-134 -—-- —

Grupo 12. Las fracciones contenidas en este grupo fueron analizadas mediante CCF. Este
analisis permiti6 demostrar que contenian aristololactama B1 como unico componente
homogéneo, acompanado de una gran cantidad de colorante y resina. La aristololactama B1
contenida en el mismo fue obtenida mediante sucesivos procesos de recristalizacion

fraccionada.

Como se indicé anteriormente, los grupos 13 y 14 no fueron analizados ya que no mostraron

constituyentes quimicos homogéneos en el analisis por cromatografia en capa fina.



8. RESULTADOS Y DISCUSION a1

8.1 Estudio fitoquimico biodirigido por la actividad antihipertensiva de
Aristolochia orbicularis Duch. (Elucidacién estructural de los constituyentes

puros)

Las raices de Aristolochia orbicularis Duch. son utilizadas en la medicina tradicional mexicana
para el tratamiento de la hipertension y la diabetes. A pesar de ello, hasta ahora no existen
estudios cientificos sobre cual es la composicion quimica de la especie, y menos aun aquellos
que permitan establecer las bases moleculares que aseguren a cual o a cuales de sus
componentes quimicos pueden atribuirse estas actividades. El presente trabajo de
investigacion se inicié con el propdsito de contribuir a esclarecer estos aspectos, y pretende
establecer la composicién quimica de esta especie de una manera biodirigida, mediante la
actividad antihipertensiva, la cual correlaciona de manera directa con la actividad
vasorrelajante. En la figura 13 se muestran los resultados de esta actividad para el extracto n-
hexanico; la que se determiné en anillos de aorta de rata con y sin endotelio precontraidos con
noradrenalina (pagina 42). Se hizo de esta manera con el fin de conocer cual es el
comportamiento del extracto y saber si es dependiente de la presencia de endotelio. En esta
figura el eje X expresa el porcentaje de contraccion de los anillos de aorta, tanto del extracto
como de los controles a diferentes concentraciones, la cual se encuentra en el eje Y. Los
controles positivos en presencia y ausencia de endotelio fueron carbacol (analogo de
acetilcolina) y nifedipina (antagonista de canales de calcio), respectivamente. Cabe mencionar
que muchas sustancias vasodilatadoras comunes, como la acetilcolina, la histamina, la
bradicinina y otros péptidos, producen este efecto solo en los vasos que poseen un endotelio
intacto. El efecto relajante desaparece si se elimina el endotelio por frotacion suave de la parte

interna del vaso.*'
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Figura 13. Efecto vasorrelajante inducido por el extracto hexanico de Aristolochia orbicularis Duch.,
carbacol y nifedipina en anillos de aorta de rata

El extracto n-hexanico mostré un efecto vasorrelajante significativo, dependiente de la
concentracién y parcialmente dependiente de endotelio. Este efecto puede estar relacionado
con la participacion de las células endoteliales, que liberan prostaciclina y éxido nitrico, que
actuan como vasodilatadores y que pueden facilitar el efecto vasorrelajante actuando
sinérgicamente con el extracto. La Clso = 122.47 pg/mL, fue obtenida extrapolando los datos de

la curva concentracion-respuesta y se utilizé para evaluar los grupos de fracciones.

Una vez demostrada la actividad antihipertensiva del extracto n-hexanico, se procedié a la
purificacién de sus constituyentes a partir de 28.4 g del mismo. Esta se inicio mediante un
fraccionamiento primario en columna cromatografica abierta. La columna se empaquetd con
568 g de gel de silice (0.063-0.200 mm Kieselgel 60 Merck) humedecida con diclorometano
(ver seccién de material y métodos, pagina 28). En este fraccionamiento primario, el analisis
mediante cromatografia en placa fina de las fracciones obtenidas del mismo, y los datos de su

actividad vasorrelajante condujeron a catorce grupos de fracciones (cuadro 2, pagina 31).
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Sélo se evaluaron las fracciones 2-12, debido a la similitud que el grupo 1 mostré con el grupo
2 en su analisis mediante cromatografia en capa fina. La figura 14 muestra los resultados de
esta evaluacion. El eje X indica la contraccion del musculo y el eje Y la respuesta de cada
fraccion, el control positivo solo fue contraido con NA 1X107. Las fracciones que muestran los

niveles mas bajos de contraccion son aquellas que tuvieron mejor actividad vasorrelajante.

Contraccion (g)
. v
N\
N\

04 ; 27
T Tr T frrrr It rrrr o T T
CONTROL F-2 F-3 F-4 F-5 F-6 F7 F-8 F9 F10 F11  F12

Figura 14. Efecto vasorrelajante inducido por los grupos 2-12 en anillos de aorta de rata

Como puede observarse en la figura 14, los grupos 2 a 5 tienen actividad nula a casi nula,
mientras que, los grupos 6 a 11 son los de mayor actividad. La comparacién de la magnitud de
esta actividad, asi como de la composicién quimica de cada fraccion determinada mediante
cromatografia en capa fina, fueron los criterios que permitieron concluir sobre la conveniencia
de reunir los grupos 2-4, 7-8 y 9-10 para continuar con su estudio quimico biodirigido. De esta

manera, solo se describiran ocho procesos de purificacion.
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Andlisis del grupo 1 (fracciones 1-2) mediante cromatografia de gases acoplada a

espectrometria de masas.

Las fracciones 1-2 del proceso cromatografico inicial (grupo 1) estuvieron constituidas por un
aceite esencial incoloro, de olor muy fuerte y agradable. La técnica de eleccidn para el analisis
de aceites esenciales, es la cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas. Esta
técnica consiste en desarrollar un método cromatografico adecuado que permita la separacion
del mayor numero de los constituyentes presentes en la muestra, los que seran detectados y
analizados por un espectrémetro de masas. La comparacion de los tiempos de retencion y del
patréon de fragmentacién para cada componente analizado, con los de la biblioteca incluida en
el equipo, son los criterios utilizados para la identificacion de los compuestos. De esta manera

la composicion quimica de este aceite esencial se indica en el cuadro 9 (pagina 45).
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Compuesto Estructura T'erT‘PO de_
retencién (min)

1 Borneol 11.58

2 Formato de 12.39
isoborneilo

3 | Acetato de borneilo 13.19

4 Acetato de o- 14.07
terpineilo

5 B-Elemeno 14.72

6 B-Cariofileno 15.18

7 v-Elemeno 15.26

8 B-Aromadendreno 15.51

9 -Cubebeno 16.01
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Continda cuadro 9

10
a-Cadinano 16.38
=
11 5-Elemeno 16.97
12 B-Eudesmol 18.03
13 B-Sitosterol 26.11

La mayoria de los componentes del aceite esencial de este extracto (cromatograma, pagina 47)
han sido identificados previamente como componentes de aceites esenciales de otras especies
de Aristolochia. Por ejemplo, el borneol ha sido aislado del aceite esencial de Aristolochia
asclepiadifolia, A. brevipes, A. debilis, A. elegans, A. heterophylla, A. mollissima, A. ovalifolia,
A. reticulata y A. zenkeri; el acetato de borneilo se encontré en A. longa y A. debilis; el formato
de isoborneilo se ha encontrado en el extracto de A. argentina y A. gihertii; el acetato de a-
terpineilo se ha identificado en A. argentina; los B-, y- y 8-elemenos, asi como el B-cariofileno
son conocidos constituyentes de los aceites esenciales de A. acutifolia, A. argentina, A.
brevipes, A. chilensis, A. debilis, A. elegans, entre otras; y el f-aromadendreno se localizé en A.
chilensis. Finalmente, el B-cubebeno, el a-cadinano y el B-eudesmol son componentes del
aceite esencial de A. orbicularis que no han sido descubiertos en especies de este género, sin
embargo, estos tres compuestos comparten el mismo esqueleto fundamental que otros
constituyentes aislados de las mismas.' Como puede observarse en el cromatograma, el B-
cariofileno, el B-cubebeno, y B-eudesmol (tiempo de retencién: 15.18, 16.01 y 18.03,

respectivamente) son los tres constituyentes mayoritarios del aceite esencial.
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Columna cromatografica de los grupos 2-4 (fracciones 3-8, cuadro 3 de la seccién de

material y métodos, pagina 31)

El proceso de purificacion del compuesto mayoritario presente en los 4 g de residuo contenido
en las fracciones que conforman los grupos 2-4 se llevo a cabo como se indica en el cuadro 4
(pagina 33). Su analisis estructural mediante RMN, y los datos obtenidos del mismo fueron
comparados con los reportados en la literatura, lo que permitié identificarlo como epdxido de
cariofileno.*? La identidad de este compuesto fue corroborada mediante su comparacién en

CCF con una muestra auténtica (2) del mismo.

Il”’lu.,

III/III,,

Epéxido de cariofileno (muestra auténtica, 2)
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13C-A0O31
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El epéxido de cariofileno ha sido aislado en otras especies de Aristolochia, entre ellas podemos
mencionar a A. acutifolia, A. elegans, A. indica, A. longa, A. melanoglasa y A. peltato-

deltoidea.>?

Columna cromatografica del grupo 5 (fracciones 9-18, cuadro 5 de la seccion de material

y métodos, pagina 33).

Las fracciones comprendidas en este grupo muestran gran complejidad en su composicion
quimica, por lo que después de realizar este segundo proceso cromatografico fueron
necesarios procesos cromatograficos terciarios. Asi, las fracciones 28-80 estuvieron
compuestas por tres compuestos, las fracciones 81-100 contenian dos compuestos, y
finalmente las fracciones 101-127 un solo componente. A continuacion se describe la

identificacién de cada uno de estos compuestos a partir de sus fracciones secundarias:

Constituyentes de las fracciones 28-80: acetato de cariofilenol (3), triacilglicérido

(4) y p-mentanol (5) (cuadro 5.1 de la seccion de material y métodos, pagina 34).

El cuadro 5.1 resume el proceso cromatografico llevado a cabo para lograr la purificacién de los
compuestos incluidos en estas fracciones. En las fracciones 112-131 del tercer proceso de
purificacién fue posible aislar e identificar una mezcla de epdxido de cariofileno y acetato de
cariofilenol (3, espectro 3), en las fracciones 132-165 eluyd el triacilglicérido (4, espectro 4), y

finalmente, en las fracciones 156-165 se aislé p-mentanol (5, espectro 5).
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OH

AO-191-1H

RMN 1H CDCI3 200MHz
p-mentanol PAOLA

21 MAYO 2009

Dra. Ma. Yolanda rios Gomez

OH

132.13+

= = = = e e e ——
48 46 44 42 40 38 36 34 32 3.0 28 26 24
f1 (ppm)

Espectro 5. RMN 'H de p-mentanol (5)

22 20 18 16 14 12 10 08 06 04 02 00

f-4500

4000

3500

3000

2500

2000

1500

1000

500




8. RESULTADOS ¥ DISCUSION 55

Constituyentes de las fracciones 81-100: triacilglicérido (4) (cuadro 5.2 de la

seccion de material y métodos, pagina 35).

Los sélidos que se formaron en las fracciones 81-100 del proceso cromatografico del grupo 5
se filtraron y lavaron con n-hexano. Su analisis en RMN y su comparacion con una muestra

auténtica en cromatografia en capa fina permitié identificarlo como acido ferulico (6, espectro

X _~-COOH
HO
OCH,
AO-81100-1H
RMN 1H CDCI3 200MHz
Acido ferulico PAOLA 5000
21 MAYO 2009
Dra. Ma. Yolanda rios Gomez
4500
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4000
HO 3500
OCH;,
3000
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2000
/ f/’ 1500
7 S |
1000
M L -
ro
= N - = - o
T T

7.6 7.4 7.2 7.0 6.8 6.6 6.4 6.2 6.0

58 56 54 52 50 48 46 44 42 40 38
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Espectro 6. RMN 'H de &cido ferdlico (6)
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Purificacion de &cido ferulico (6) a partir de la fracciéon 101-127 del proceso

cromatografico del grupo 5.

Los solidos que se formaron en las fracciones 101-127 del proceso cromatografico del grupo 5
se filtraron y lavaron con n-hexano. Su analisis en RMN y su comparacion con una muestra

autentica en cromatografia en capa fina permitio identificarlo nuevamente como acido ferulico

(6).

Reunién 6 (fracciones 19-45)

Desde la obtencién de las fracciones que conforman este grupo fue posible observar la
formacion de un sélido cristalino de color amarillo brillante. La filtracion del mismo y su lavado
con n-hexano-CH,Cl, (1:1) permitié separar los cristales en forma pura. Su analisis mediante
RMN, la comparacién de sus datos espectroscopicos con los registrados en la literatura, y con
una muestra auténtica en cromatografia en placa fina, permitié establecer su identidad como N-

formilnornanteina (7, espectros 7 y 8).

H,CO

H,CO CHO
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Espectro 8. RMN "*C de N-formilnornanteina (7)

58
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Columna cromatografica de los grupos 7 y 8 (fracciones 46-124, cuadro 6 de la seccion

de material y métodos, pagina 37)

Aristolochia orbicularis demostré tener una composicion quimica rica en compuestos de baja
polaridad, por lo que las fracciones de polaridad intermedia, incluidas en estos dos grupos de
fracciones, contuvieron pocos constituyentes quimicos y en baja cantidad. El andlisis de este
residuo permitid obtener tres productos naturales: la mezcla de los esteroles B-sitosterol (8) y
estigmasterol (9), y una cantidad adicional de N-formilnornanteina (7). El proceso
cromatografico que permitié el aislamiento de estos compuestos se indica en el cuadro 6,

pagina 37.
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Espectro 9. RMN "H de la mezcla B-sitosterol (8) y estigmasterol (9)

Columna cromatogréafica de los grupos 9y 10 (fracciones 125-175, cuadro 7 de la seccidon

de material y métodos, pagina 38)

La resolucién cromatografica de este grupo de fracciones permitié aislar un componente
adicional respecto de los aislados en las fracciones previas de este estudio quimico. El cuadro
7 muestra la resolucion de esta mezcla de productos naturales. Asi, las fracciones 5-13
permitieron aislar nuevamente la mezcla de esteroles B-sitosterol (8) y estigmasterol (9), una

cantidad adicional de N-formilnornanteina (7) en las fracciones 14-17, y al producto natural
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Aristololactama B1 (10, espectros 9 y 10), que se obtuvo puro, en forma de cristales de color

amarillo-naranja, en las fracciones 18-33.

0
H,CO
NH
H,CO
OCH,

10

Espectro 10. RMN 'H de Aristololactama B1 (10)



8. RESULTADOS Y DISCUSION

Espectro 11. RMN "*C de Aristololactama B1 (10)

62
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Columna cromatogréfica de la fraccién 34-62 obtenida del proceso cromatografico

de los grupos 9y 10 (cuadro 7.1 de la seccion de material y métodos, pagina 39).

En este grupo de fracciones también se formaron los cristales de color amarillo-naranja
caracteristicos de la Aristololactama B1, los cuales se lavaron con n-hexano, recuperandose las
aguas madres. Estas se sometieron a un proceso cromatografico en columna, del que se
obtuvieron 16 fracciones de 5 mL, que fueron reunidas por similitud cromatografica (TLC) como
se indica en el cuadro 7.1. Este proceso permiti6 obtener en forma pura nuevamente a la

Aristololactama B1 (10).

Columna cromatogréfica del grupo 11 (fracciones 176-222)

Como se indica en la seccién experimental, la recromatografia de este grupo de fracciones

permitié obtener cantidades adicionales de Aristololactama B1 (10).

Columna cromatogréfica del grupo 12 (fracciones 223-270)

Este grupo de fracciones permitié obtener cantidades adicionales de Aristololactama B1 (10)

mediante recristalizacion fraccionada.

La figura 14 muestra un resumen de los grupos que fueron fraccionados y los compuestos que

se obtuvieron de ellos.
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Extracto

Hexanico

1 1 1 1
F1 F2-F4 F5 EZG [F?-S] [Fg-lo] [ F11 ] [ F12 ]
Aceites -
esenciales Epoxido de cariofilenol (3) N- B-sitosterol (8)
cariofileno triacilglicérido (4) | | tormilnornanteina estigmasterol (9) Aristololactama
a3 ) ’p_-mentangl 5) @) N- (10)
compuestos) acido ferulico (6) formilnornanteina

@)

Figura 15. Compuestos obtenidos del extracto hexanico de Aristolochia orbicularis Duch.

Como puede observarse en la figura 15, los grupos 2 a 5, que manifestaron actividad nula a
casi nula, estan constituidos por sesquiterpenos, triacilglicéridos y compuestos aromaticos.
Por ello, se descarta que estos constituyentes estén relacionados con la actividad
antihipertensiva que muestra el extracto. La actividad se encuentra entre los grupos 6 y 11,
siendo éstas las mas activas. Su analisis quimico indica la presencia de N-formilnornanteina y
aristololactama, ambos derivados del acido aristoléquico. Estos dos constituyentes son los
responsables de la actividad antihipertensiva y actualmente se encuentran en evaluacién

farmacoldgica a fin de determinar su concentracion inhibitoria 50 (ICso).
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1. Aristolochia orbicularis Duch., es una especie de actual uso popular a la cual se le atribuyen
varias propiedades terapéuticas, sin embargo, no cuenta con estudios quimico-farmacologicos
registrados en la literatura, por lo que el presente trabajo de investigacion hizo una aportacion

importante respecto al conocimiento quimico-farmacoldgico de la especie y del género.

2. La evaluaciéon farmacolégica del extracto n-hexanico de Aristolochia orbicularis Duch.
manifiesta actividad vasorrelajante significativa, dependiente de la concentracién vy

parcialmente dependiente del endotelio, la cual esta asociada a la actividad antihipertensiva.

3. Las primeras cinco fracciones obtenidas del extracto hexanico (que contienen los
compuestos mayoritarios y menos polares del mismo), resultaron inactivas y estan constituidas
por mono- Yy sesquiterpenos, triacilgliceridos, y compuestos aromaticos, entre ellos se
encuentran aceites esenciales, epoxido de cariofileno, acetato de cariolandiol, triacilgliceridos,
p-mentol y acido ferulico. Ninguno de estos compuestos puede asociarse a la actividad

antihipertensiva mostrada por el extracto que los contiene.

4. Los grupos de fracciones activas son 6-12 (que contienen los compuestos minoritarios del
extracto y los mas polares del mismo), de éstas, la 6 y la 11 son las de mayor actividad. Sus
componentes son el B-sitosterol, estigmasterol, la N-formilnornantenina y la aristololactama 1.
Estos dos ultimos compuestos son los responsables de la actividad antihipertensiva observada

para el extracto y la planta.
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1. Evaluar la actividad antihipertensiva de los constituyentes puros aislados de los grupos

de fracciones activas del extracto n-hexanico de Aristolochia orbicularis Duch.

2. Debido a que en las fracciones activas se aislaron derivados de acido aristoléquico, se

hace necesario determinar su posible toxicidad.

3. Evaluar la actividad hipoglucemiante de aquellos compuestos puros que fueron

obtenidos en la cantidad apropiada para el ensayo.
4. Obtener el extracto metandlico de la raiz de Aristolochia orbicularis Duch.
5. Evaluar la actividad antihipertensiva e hipoglucemiante del extracto metandlico.

6. Fraccionar y purificar los constituyentes presentes en los extractos n-hexanico vy

metandlico, con las técnicas cromatograficas ya mencionadas.

7. Realizar las actividades sugeridas en los puntos 1 a 3 para el extracto metandlico.
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