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RESUMEN

En este trabajo, se presentan los resultadosstelie fitoquimico de la
hierba del cancerQuphea aequipetala Cavusada en la medicina tradicional
mexicana (MTM). Asi mismo, los compuestos obtenided analisis

correspondiente y la metodologia seguida durarteéstigacion.

Al margen de estos resultados, se debe resaltarageenas de la
importancia que se le ha dado al uso de la MT selde fitoquimico de las
plantas medicinales de México contribuye en gradidaecon el desarrollo de
nuevos medicamentos y al conocimiento de los resurgturales que en
nuestro pais han tenido un uso alternativo o camgai¢ario para el bienestar de
la salud. Es por eso que se decide realizar dliestitoquimico de la hierba del
cancer, la cual, desde la época prehispanica, Is ilegrado como una de las
plantas de uso tradicional en México. Por lo tae&ig trabajo representa una

contribucion al estudio fitoquimico de plantas de medicinal en nuestro pais.
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CAPITULO 1

INTRODUCCION

Actualmente no se dispone de los datos necesaaiasppecisar el valor
de la difusion del uso de las plantas o de loscjmios activos derivados de
ellas, en los sistemas de salud de los distinlisep del mundo. Algunas
estimaciones calculan que en México el 30% de lblap@®n recurre a la
medicina herbolari&cior, 2007)Sin embargo, se estima que quiza un 80% de la
poblaciéon mundial, principalmente de los paisesias de desarrollo, confia en
las medicinas tradicionales para solucionar susipdles necesidades de salud,
y se puede afirmar que gran parte de las terapiasn como base el uso de las
plantas o de sus principios activos. El descubnitoigle un alto porcentaje de
farmacos de origen vegetal, es el resultado detlestientifico de plantas bien

reconocidas y empleadas en la medicina tradicidMh Essayag, 2000

En México, la busqueda de nuevos principios actisesncuentra ain en
pleno desarrollo, cientos de plantas de reconouag popular ameritan ser
investigadas. Surgasi el interés de estudiar a la hierba del cancaphlea
aequipetala Cav.yiendo una de las plantas mexicanas poco esasjague es
utilizada en la MTM en diferentes estados de laliRkpa Mexicana, reconocida
y usada desde la época prehispanica y que en osid$tis se observa y cataloga

como una de las plantas con gran interés ciemfaca su analisis.

14



CAPITULO 2

JUSTIFICACION

Las necesidades actuales de salud en el mundansia econémica de
muchos paises como el nuestro hacen indispensaladstudio mas profundo de
los recursos médicos disponibles. La organizaciandial de la salud (OMS)
ha promovido la utilizacion de todos los recursastentes sin discriminaciones
ideoldgicas, ni politicas, reconsiderando la patditad, eficacia y aceptacion
de las medicinas tradicionales en las culturas lpogs!l Entre ellos se cuentra
destacadamente a las plantas medicinales.
(http://www.mexicodesconocido.com.mx/notas/6296-Leditina-tradiciongl

Tan solo en México se tiene estimado que existe@0B0especies de
plantas de las cuales en 1997 el Instituto Nacibrhgenista documenté 3,000
con usos medicinal@stp:/prodiversitas.bioetica.org/notashtniES por eso que existe
la necesidad de llevar a cabo un estudio fitoquirpira todo aquel recurso de
origen natural usado en MT, ya que esto brindandayor conocimiento para la
investigacion de nuevos farmacos o fitofarmacos eatividad bioldgica
haciendo factible el estudio de todas aquellastggareportadas con algun uso
en la MT para aceptar, rechazar o encontrar nuasos. Para poder cumplir
estos objetivos debemos llevar a cabo una invesbiganultidisciplinaria: un
estudio fitoquimico y toxicologico preliminar de jpdanta hierba del cancer
(Cuphea aequipetala Cgvogrando asi, una contribucion al estudio de taksn

medicinales empleadas en la medicina tradicionaigcasa (MTM).

15



CAPITULO 3

OBJETIVOS

3.1. Objetivo General

* Elaborar el estudio fitoquimico de la hierba delnhaa Cuphea
aequipetala Cav.)para contribuir al estudio de plantas medicinales

mexicanas de uso tradicional.

3.2. Objetivos Particulares

» Realizar la investigacion bibliografica existenvé® la hierba del cancer
(Cuphea aequipetala Caweh las fuentes de informacién disponibles.

* Desarrollar y probar la metodologia de los procedesextraccion y
separacion para la caracterizacion de tres de ébahlitos presentes en
la planta.

 Determinar la concentracion letal media crénica s Qitilizando el
crustacecArtemia salinaLeach para establecer el criterio de toxicidad

gue presenten los tallos y hojas de la hierbaataiar.

16
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CAPITULO 1

La medicina tradicional mexicana (MTM)

La MTM indigena, presente en todos los pueblos apag
etnolinglisticos de México es un sistema de coonsemreencias, practicas y
recursos materiales y simbdlicos “destinado a laen@bn de
diversos padecimientos y procesos desequilibrar@gd origen se remonta a
las culturas prehispanicas. Hasta ahora el campovdstigacion sobre este tipo
de medicina ha sido abordado principalmente péntsopologia, pero cada vez
mayor namero de disciplinas cientificas se incapgrara enriquecer el rescate
y la revalorizacion de este patrimonio culturaln@orecurso para la atencion a
la salud, la MT continta beneficiando a los grugmscos de nuestro pais y a las

culturas populares rurales y urbanas.

(http://www.arqueomex.com/S2N3nMEDindigena74.html)

Actualmente podemos observar o ser testigos pkmtesidel uso de algun
tipo de medicina alternativa o complementaria amledicina al6pata por
diferentes factores que involucran su uso direadma son: economicos,
religiosos, de salud, etc. Dentro de este tipo de évicontramos una gran
diversidad de areas enfocadas a mantener la saiodhrfa, como son las
“Naturales”. aromaterapia, herbolaria, dieta teuéipd y ortomolecular; de
“Diagnostico™ la iridologia, radidnica y la quinemgia; de “Energia”: la
cristaloterapia, reiki y la imposicion de las mgras como la de “Sistemas”: el

18



ayur-veda, medicina china, la homeopatia, entrasptionde esta ultima, se
imparte en instituciones de nivel superior comoeéscaso de la Escuela
Nacional de Medicina y Homeopatia que depende wlgituto Politécnico
Nacional(Alcalde, 2002).En 2002 la OMS lanzé una estrategia sobre la M@ pa
facilitar a los paises la exploracion de las ptidéddes de esa medicina para
mejorar la salud y el bienestar de la poblaciétceendo a la vez al minimo los
riesgos de utilizacion de remedios de eficacia monaktrada, o de una
utilizacion inadecuada. La finalidad principal de éstrategia es alentar la
realizacion de investigaciones.

(http://iwvww.mexicodesconocido.com.mx/notas/6296ntedicina-tradicional

Cabe destacar que las plantas siempre han sidduenge comun de
remedios, tanto tradicionales, como de princips/as puros y en la forma de
preparaciones. Aunque es imposible ignorar los fimog aportados por los
medicamentos sintéticos, cada vez se subraya matesds por los farmacos
naturales. Asi pues, las sustancias naturalesitiarbasicas para el desarrollo
de la farmacia. Un considerable porcentaje de kedicamentos al6patas que se
expenden en las farmacias, contienen en su féralglan principio activo de
origen enteramente natural; el mayor porcentajequ® de plantas y el resto de
animales y minerales. Es importante mencionar gque euando no se
identifiquen los principios activos de algunas de plantas utilizadas en la
medicina tradicional, las pruebas historicas de vslor, permitiran la
elaboracion de preparados, dandoles certificaciésdel un punto de vista
cientifico, referido a los diferentes estudios gaerealicen a una determinada
especie de plan{&ata Essayag, 2000
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CAPITULO 2

La familia Lythraceae

Es una familia del orden de |d4yrtales Su distribucién es mundidhs
especies de zonas templadas son principalmenteadeah, a menudo en

habitats encharcados; las especies tropicales sorlopgeneral arbustos o

arboles. La familia lleva el nombre del género
tipo, Lythrum cuyo nombre comdn es

Salicaria Ahora también incluye los granados,
anteriormente clasificados en wuna familia
separadaPunicaceae

(http://sura.ots.ac.cr/local/florula3/list_family pPkey

_family=Lythraceae)

Fig. 1. Lagerstroemia indica

2.1. Géneros mas importantes

La familia comprende alrededor de 34 géneros yed@@cies de hierbas
principalmente, algunos arbustos y arboles. Demteo la familia de las
Lythraceados géneros mas abundantes son los siguiehtiesaria, Ammania,

Capuronia, Crenea, Cuphea, Decodon, Didiplis, Dgoldon, Duabanga,

20



Galpinia, Ginoria, Haitia, Heimia, Hionanthera, Khbeeria, Lafoensia,
Lagerstroemia, Lawsonia, Lourtella, Lythrum, Nesa@ahria, Pemphis, Peplis,
Physocalymma, Pleurophora, Punica, Rotala, Sonireerafetrataxis, Trapa,
Woodfordia.

(http://www.elhogarnatural.com/familias/Familiastat)

La familiaLythraceaeincluye 5 subfamilias:

Tabla I. Subfamilias de la familiaLythraceae

Subfamilia Géneros

Lythroideae Juss. ex Arn. 1832adenaria  Ammania Capuronig Crenea Cuphea Decodon Peplis Didiplis,

= 'Lythraceae sensu stricto Diplusodon Galpinia, Ginoria, Haitia, Heimia, Pehria, Hionanthera Koehneria

Lafoensia Lagerstroemia Lawsonia Lourtella, Lythrum Nesaea, Pemphis

PhysocalymmgPleurophora Rotalg Tetrataxis Woodfordia

Punicoideae (Horan. 1834) $.Punica
A. Graham, Thorne & Reveal

1998 = 'Punicaceae’

Sonneratioideae (Engl. & Gilg| Sonneratia
1924) S. A. Graham, Thorne &
Reveal 1998

Duabangoideae (Takht. 1986)| Duabanga
S. A. Graham, Thorne &
Reveal 1998 = 'Duabangacea¢’

Trapoideae Voigt 1845 = Trapa
"Trapaceae'

21



CAPITULO 3

El géneroCuphea

Cuphea Del griegokyphos quiere decir curvo, aludiendo a la forma
curva de la capsula de la fruta.

Es un género de aproximadamente 570 especiesipatadb a América
con 260 especies pertenecientes a la familia siéythraceaes Las flores
pueden ser simples, dispuestas en racimos axitatesminales, consistiendo
cada una en un tubo floral (caliz tubular). Estauetura suele ser estrecha en la
base y puede llevar tanto 6 como 2 pétalos aparente emergen del tubo
floral. Las hojas son lanceoladas u oviformes anadas

(http://www.plantamed.com.br/plantaservas/genengsh@a.htm)

Las caracteristicas de cultivo que comparte la miayteCupheasson la
propagacion facil y desarrollo rapido ya sea aipdd gajos o de semillas,
requerimiento de riego regular, supervivencia a@lgol o a sombra luminosa,
adaptabilidad a una serie de suelos, bajo requarioi de fertilizantes,
resistencia a heladas variable, crecimiento anouditore, floracion abundante
durante periodos largos y vulnerabilidad a muy gpquagas y enfermedades,
cuando se las cultiva en el exterior.

(http://www.agro.uba.ar/catedras/cul_indus/galeviphea.htm)
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Meéxico ha sido una fuente especialmente rica dedagcies cultivadas
de Cuphea existiendo cerca de 90. Las mas conocidas sQupdea ignea A.
DC., de México y Jamaica, llamada comunmente “cigarribo™fosforito”,
Cuphea hyssopifoliade México y Guatemala, el “falso brezoGuphea

aequipetala Cav:hierba del cancer”, entre otras mas.
(http://www.sfbotanicalgarden.org/cf/pdf/cupheaarspdf ).

El género es motivo de estudios agronomicos dedbido elaboracion de
acidos grasos de 8, 10 y 12 atomos de carbonoipaimente que almacenan
en sus semillas y que tienen importancia econdpeéca la industria aceitera,

por ejemplo, en el caso de fauphea viscosissima Jactp que ha sido

genéticamente alterada con el fin de producir aseécidos grasos de cadena

media y corta, cuyos estudios han sugerido el agtamiento de estos acidos

como un sustituto de dieg®oath, 1994).

La Cuphea aequipetala Cawha sido motivo de estudios genéticos y

guimicos para la produccion de acidos grasos eselaglas de la misma planta.

En un estudio realizado se encontraron 7 acidaogr2 son insaturados (acido

oleico y acido linoleico) el resto corresponde ipb tsaturado como el acido
octanoico (acido caprilico), acido decanoico (a@dprico), acido dodecanoico
(ac. ladrico), acido tetradecanoico (acido mirggtiy acido hexadecanoico
(acido palmitico) siendo mas abundante el aciddstiio del total de todos los
acidos(A.Graham, 1981)
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CAPITULO 4

Hierba del cancer Cuphea aequipetala Cav.)

4.1. Antecedentes historicos

En el siglo XVI, Francisco Hernandez la mencioma primera vez e
indica que es de naturaleza fria, seca y astringgmr lo cual cura las
guemaduras o las ulceras de la boca. También,aspara refrescar a los que
abrasa una fuerte fiebre con alguna soltura demegfo o de vientre.
Posteriormente, en el siglo XX, Alfonso Herreraitad que la hierba no
estudiada, no debe usarse. Maximino Martinez faeree como tonica y
vulneraria. Se ha senalado que esta planta es Valggnosa”, aunque no se dan
detalles sobre esta observacion. También populdaensenindica que esta planta

es “algo toxica'{Argueta Villamar)

4.2. Sinonimia

En México se conocen con el nombre de hierbaatedar a 19 diferentes
especies de plantas que corresponden a 6 famiBagayeros distintos como se

puede observar en la tablgMartinez, 1979).
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Tabla Il. Sinonimia de la hierba del cancer

Nombre Cientifico Género Familia
Acalypha adenophora Mull. Acalypha Euforbiaceas
Acalypha adenostachya Muell Arg. Acalypha Euforb#e
Acalypha alopecuroides Jacq. Acalypha Euforbiaceas
Acalypha indica (Muell. Arg.) Pax & Hoffm| Acalypha Euforbiaceas
Acalypha monostachya Cav. Acalypha] Euforbiaceas
Acalypha lindheimerii Muell. & Arg. Acalypha Eufodlceas
Acalypha cincta Muell. Arg. Acalypha Euforbiaceas
Acalypha phleoides L. Acalypha Euforbiaceas
Ayenia pusilla L. Ayenia Esterculidceas
Castilleja communis Benth. Castilleja Escrofulagas
Castilleja arvensis Cham. & Schlechtendal Castllej | Escrofulariaceas
Castilleja tenuifolia Benth. Castilleja Escrofuladeas
Cuphea aequipetala Cav. Cuphea Lythraceae
Cuphea wrightii A. Gray Cuphea Lythraceae
Gomphrema globosa L. Gomphrema Amarantaceas
Lepechinia Schiedeana (Schl.) Vat. Lepechinia Ladsa
Lythrum acinifolium Koehne Lythrum Lythraceae
Lythrum alatum Pursh Lythrum Lythraceae
Salvia misella Kunth Salvia Labiadas

De estas 19 diferentes especies, el estudio fituqairealizado se enfoca

en la hierba del cance€phea aequipetala Cav.)



4.3. Clasificacion cientifica

Nombre botanico: Cuphea aequipetala Cav
Sinonimia cientifica: Parsonsia aequipetala(Cav.) Standley,Cuphea

scabridaHBK, Cuphea virgataCav.

Reino: Plantae

Division: Magnoliophyta

Clase: Magnoliopsida

Orden: Myrtales

Familia: Lythraceae

Género: Cuphea

Especie: Cuphea aequipetala Cav

4.4. Nombres comunes en México

Alfilerillo, atlanchana, cachanchillo, cordon denS&rancisco guinda, hierba del
angel, hierba del descancer, hierba de la calakeda del cancer, trompetilla,
ajam bomol, petalillo, florecita roja, tatalito,lts, zapotillo, miel de abeja,
mirto, mirto morado, moyote, pelatito, rama roj@pd de indias, tripa de tuza,
calavera, pantillo, percha del abejorro, petalitegrhiku (purépecha), nochleb

vonon, tzoyleb vonon, tzoyob vonon (maya), viol@igueta Villamar)

» Chiapas: Tzoy vomon (tzeltal/tzotzil), Liclen jonon, Muk't&zoyleb,
Sahahuch, Tzayal nich vomol, Tzayal wamal, Yahalwamal, Yaxal

nich vomol.
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» Estado de México Guet-ushi, Postpidiu, We-te-shi (mazahua).
» Hidalgo: Apancholoa (nahuatl).

» Morelos: Tozancuitlacxolli (ndhuatl).

e San Luis Potosi Pegamosca.

» Veracruz: Apanchola y Apancholoa.

* Michoacan: Alcancer.

* Distrito Federal: Atlanchane.

4.5. Descripcién botanica

» Habito y forma de vida: Hierba grande, a veces algo lefiosa hacia la

base, con pelos rigidos y erectos combinados cars dérgos y muy
entrecruzados.

» Tamafo: Entre 0.40 m a 1.0 m de altura.

» Tallo: Casi siempre ramificado, tendido en el suelo penm las puntas
ascendentes o bien erectas, color rojo oscuro @doprgeneralmente
provisto de diferentes tipos de pelos color violetajizo y con 2 hileras
de diminutos pelos blanquecinos a lo largo.

» Hojas: Opuestas, seésiles 0 sobre peciolos muy cortodasva angostas,
de hasta 3 cm de largo, a veces con pelos erectos.

* Flores:Tienen una estructura que se llama hipantio (éstradormada
por la fusién del céliz y las partes inferioreslaldor, como un tubo por
debajo de los pétalos) de 13 a 17 mm de largoc@sveas angosto en su
parte media, de base redondeada, externamente rds tefiido de
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parpura, con pelos color purpura algo erectos, t@l@® color violeta
intenso o rosa purpura, 2 de ellos de color masgroscligeramente mas
largos que los demas de 3 a 8 mm de largo.

Frutos y semillas:El fruto es una capsula. Semillas aproximadameate
8 a 14, frecuentemente 5, casi globosas, de apag@mente 2 mm de
largo.

Raiz: Generalmente gruesa y lefiosa.

(http://lwww.conabio.gob.mx/malezasdemexico/lythesfeuphea-aequipetala.htm)

Fig. 2. Hierba del cancer (Cuphea aequipetala Cav.)
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4.6. Distribucion

Se encuentra en los estados de San Luis Potidhodtan, Chiapas,
Morelos, Distrito Federal, Veracruz, Estado de MeéxiHidalgo, Coahuila,
Puebla, Durango, Guerrero, Jalisco, Guanajuato, viN\ueedn, Oaxaca,
Querétaro, Tamaulipas y Tlaxcala, inclusive se enta en Guatemala y

Honduraghttp://www.sfbotanicalgarden.org/cf/pdf/cupheaarspdf).

Fig. 3. Distribucion de la hierba del cancer en Republica Mexicana

4.7. Habitat

Es una planta nativa de México, esta asociadarentes de cultivo de
temporal, bosques tropicales, caducifolios y subcdalios, matorrales
serodfilos, pastizales y bosques espinosos, mesdafgomontarna, de encino, de
pino, mixto de pino-encino y de junipero. Se entaeantre los 1900 y 2200
msnm. Se recoge generalmente de julio a noviembre.

(http://www.hipernatural.com/es/plthierba_cancenli
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4.8. Usos tradicionales

Por lo general, se utiliza el cocimiento de todeplanta para aplicar
lavados o fomentos en la zona afectada, a vecdséarse ingiere tres veces al
dia, para quitar el dolor, ya sea sola o acompafadatras plantas como la

hierba mora y el romer@rgueta Villamar)

Tabla Ill. Usos tradicionales de la hierba del caner

PARTE UTILIZADA USOS TRADICIONALES

Hojas -Para los golpes, las hojas se cosen y smagbmentos en la parte golpeada.
-Las hojas y la sébila de monte se usan pararlegembarazo.
-En ocasiones las hojas machacadas se aplican eomplasto sobre el area

inflamada.

Flores, tallos y hojas La infusidn se emplea encdmes hepéticas y contra tumores cancerosos.

Planta completa -Ceremonial y religioso (rituales).
-La planta hervida con sal o en cataplasma se engaea curar heridas |y

tumores.

-Su cocimiento se usa para lavar heridas, granivslaenaciones(Tapia,
1988).

- En afecciones urinarias, estomacales, ardoresgiafexs en los ojos, pafa
purificar la sangre y como somnifero

-En casos de paperas, dolor de cintura, caida del yp&€omo ténico Y|

vulnerario.
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4.9. Usos tradicionales en diferentes estados de Republica

Mexicana

Chiapas en lavados contra flujos vaginales, inflamaciordes los
intestinos y para la disente(fames Boronda, 1994)

Hidalgo: a las parturientas después del bafio de temasdak drota la
espalda y cadera con las hojas machacadas.

Morelos: para mejorar el apetito, las parteras dan a laaeszada un té
digestivo elaborado con la raiz de esta plantaojeon estafiate, hierba
del angel y raices de yolochichitl.

Distrito Federal: la infusidon de la parte aérea, por via oral,raplea en
algunos padecimientos de tipo digestivo como saarehs, disenteria,
dolor, ardor o infecciones del estbmago y probledediigado, para esto,
se toma en ayunas, combinada con ajéidemisia absinthium L),
tatalencho (Gymnosperma glutinosuynromero(Rosmarinus officinalis
L.). También se le atribuye virtud curativa contradiaer.

Veracruz: su cocimiento se ocupa para “bafios de sefiorasry @a
cancerlLa hierba del golpe junto con la hierba del caiydarhierba mora
son utilizadas para el tratamiento de la enfermedadominada
pocholocascaracterizada por el brote de granos por todoielpo de los
nifos y en ocasiones de los adultos. Con las @anencionadas se lava
la piel para obtener alivio.

Michoacan y Morelos como su nombre popular lo indisa le emplea en
el tratamiento del cancer. La infusion de las #oyéhojas, supuestamente
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reduce el dolor de los tumores cancerosos, se ddetcimiento de las
ramas o se aplica sobre los tumores externos.
- Edo. de México en Texcoco se utiliza el cocimiento de toda la falam

forma oral para heridas, llagas, salpullido, golgesl cancerMendoza
Castelan, 1999).
- En varios estados del pais se le emplea tambientgdar otros males

gue involucran algun proceso inflamatorio e infesoj para el lavado o
aplicacion de cataplasmas en las heridas (ya sg@nsas, infectadas o
con llagas), golpes, inflamaciones en general yaido las de la piel o
del estbmago), tumores o padecimientos que se iestaii en la piel
como infecciones, granos, llagas, o en caso deduozaen los nifios.

(http:/imww.mexicodesconocido.com.mx/notas/3771-bhedel-cancer

4.10. Actividad biologica.

La actividad biolégica que presenta esta plantaesipoco conocida, en
estudios realizados con diferentes organismos wkbprel resultado es inactivo

(Marquez Alonso, 1999)

Tabla IV. Actividad biol4gica
Actividad Bioldgica
Parte Disolvente Actividad Organismo de prueba Resultado

estudiada

hojas etanol, éter de citotoxica | células KB, KB-VI, linea 338 inactiva

petroleo, cloroformo

Extractos de hexano, metanol y el obtenido a pdetiacetato de etilo se
probaron sobre cultivos de tres lineas celulares/gmientes de canceres
humanos: KB (carcinoma nasofaringeo), UISO-SQCIlulgs® escamosas de



carcinoma de cérvix [cuello uterino]) y HCT-15 COREAR (carcinoma de

colon), con variante de concentracion de los etdsagegetales (1.0, 10.0 y 100
Lg/mL). De acuerdo con los resultados obtenidos s®laprecio ligera actividad
citotoxica en el extracto metanolico (EB17.4u9/mL), sobre la linea celular
UISO-SQC1. Los demas extractos no mostraron aatividcitotoxica

(http://redalyc.uaemex.mx/redalyc/pdf/621/62101p68. En otro estudio de actividad
citotoxica, diferentes fracciones de acetona-agueroh sujetas a pruebas
utilizando lineas celulares como: HEp-2 (carcinatadaringe humano), HCT-
15 (cancer de colon humano) y DU-145 (carcinomapdestata humano),

utilizando colchicina como control positivo. La iaatad citotoxica es selectiva
para las tres diferentes lineas celulares empleddasas alta actividad fue

observada para la linea celular DU-1¥&ga Avila, 2004)

Tabla V. Valores citotoxicos (ERg) eng/mL sobre lineas celulares humanas

Muestra Hep-2 HCT-15 DU-145
extracto acetona-agua >50 18.70 8.1
colchicina <0.006 0.006 0.099

Por otra parte, se ha estudiado el efecto inhibitosando extracto de
Cuphea aequipetala Casobre la produccion de verotoxinakscherichia coli
Enterohemorragica 0O157: H7 (ECEH). Debido a innables casos
relacionados con ECEH, se realizaron extracciore®2d diferentes especies de
plantas, incluida l&Cuphea aequipetala Cawtilizando la parte aérea de ésta
con 70 % de metanol acuoso. Se determino la careai minima inhibitoria
(MIC), para el efecto inhibitorio sobre la produatide verotoxina, la cual fue
de 1000tg/mL, esto indica que los extractos de las plaatdigadas muestran
actividad antibacterial aun usando concentraciomés bajas que la MIC

(menos de 50Qg/mL) (Sakagami, 2001)
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CAPITULO 5

Estudio de compuestos bioactivos utilizandArtemia salina

Leach (Brine Shrimp)

Hay un gran namero de pruebas que son muy Utileslganvestigacion
de la actividad bioldgica, éstas deben de ser agpicbnvenientes, confiables,
baratas, sensibles, requieren una pequefa cawmtEdadhterial y son capaces de
identificar una gama muy amplia de actividadesamst refiriendonos a los
ensayos de actividad biologica primarios (screénicgmo son: Prueba de
toxicidad para el crustace@srtemia salinasus siglas en inglés BSLT (Brine
Shrimp Lethality Test), bioensayo de actividad tantioral (Crown gall tumor),
ensayo con estrella de mar, bioensayo de actiad#bidtica, etc.Es importante
destacar que los ensayos de actividad bioldgicaapos de caracter general
solo se podran utilizar como prueba de selecciopasa realizar estudios
biodirigidos con la finalidad de aislar compuesiag$vos, pero posteriormente
sera necesario realizar evaluaciones biologicas coasplejas y de caracter
especifico. La prueba es rapida (24h), simple @aexjuieren condiciones
estériles), facil de efectuar, barata y usa pesgiedatidades de muestra (2-
20mg o menos). Se ha encontrado que la prueba ESLfredictiva de una
actividad citotdoxica o de actividad insecticida.dicto fisiologico o biolégico

observado en una de las mas simples respuestagibas a monitorear como la

letalidad, teniendo como criterio la vida o la nteeCon base en una respuesta
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cuantitativa y el tratamiento estadistico queetativamente simpl@v.Colegate,
1993).

En general los compuestos bioactivos son toxicdesas bajas, por lo
tanto la toxicidad de extractos vegetales pararglirosmo antes mencionado,
puede ser empleado como una guia para aislar siastdnoactivas. El método
consiste en evaluar extractos, fracciones o conpsi@siros en concentraciones
de 10, 100 y 100Qqg/mL. ElI material objeto de la evaluacion se coleca
viales, tubos de ensaye o algun otro tipo de nateconteniendo la
concentracion adecuada de prueba, se le adicion@lumen determinado de
medio salino y 10 larvas del crustaceo. Al cabo2dehoras se cuentan los
organismos sobrevivientes y se determina el pagedie mortalidad para cada
dosis. Por ultimo se determina la concentracioal letedia cronica (L6g).
Cuando se obtienen dosis letales medias cronicasmoees de 100Qug/mL
para extractos y fracciones, se consideran activo®ara compuestos puros
dosis letales medias menores de 2O0nL indican actividad. La toxicidad para
Artemia salinase ha correlacionado en mdultiples ocasiones ctinidazies
bioldgicas mas complejas, como por ejemplo, citicidad in vitro para células
cancerigenas, actividad antihelmintica y actividatipaltdica, entre otrgsiata
Essayag, 2000).

5.1.Artemia salinaLeach.

Dentro de las multiples estrategias que se puetileaaupara la seleccion
de vegetales como fuente de principios bioactigbsstudio de la letalidad que
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producen los extractos sobre larvasAdtemia salina ha demostrado ser Uutil
para estos propositos, especialmente porque sedoateado que puede existir
una relacion entre esta accion sobrA.Isalina y otras bioactividades como es
la citotoxicidad. El primer reporte del uso deAldemia salina(Brine Shrimp)

como un organismo de prueba se llevo a cabo en. T¥sile entonces existen
muchos reportes sobre el uso de este animal erdiestiambientales,

monitoreando toxinas naturales, y como monitorenegd para sustancias

bioactivas en extractos de plangaColegate, 1993).

Tabla VI. Clasificacion taxondmica de laArtemia salinaLeach

Reino Animalia
Filo Arthropoda
Subfilo Crustacea
Clase Brachiopoda
Orden Anostraca
Familia Artemiidae
Género Artemia
Especie A. salina

La Artemia salinaLeach es un crustaceo que se encuentra en cuegpos d
agua en todo el mundo desde la salobre a ultnaasdlista alta tolerancia a los
rangos de salinidad (desde 10-20 a 180-220 g/lde yjae sea un animal facil
para su cultivo y estudio. Los huevos dé\lasalinadurante largos periodos se
mantienen deshidratados teniendo una alta resigtanmondiciones extremas y
pueden ser almacenados por mucho tiempo. Cuandoegesan a las
condiciones salinas (por ejemplo, agua de mar),hlosvos absorben agua;
empieza la embriogénesis, la cual se completa &6tee36 horas despues de la
inmersion. El embridn emerge desde la cascarawlichadn cubierto por una
membrana. Sin embargo, en poco tiempo desarrdlanéenas y mandibulas
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(Fig. 4), se libera de la membrana y llega a ser un nawggiivo y que nada
libremente. La larva es rojiza y el color se del& presencia de la yema de su

huevo bttp://www.captain.at/artemia-anatomy-taxonomy ohp

Fig. 4. Accesorios de la A. salina: (A) anténul@) antena y (C) las mandibulas

En cultivo pueden ser alimentadas con levadurdgas.aCerca de los 20
a 35 dias, el animal alcanza una longitud de 8%5amm y es sexualmente
maduro Fig. 6). Existen, sin embargo, algunas variaciones dorigitud del
cuerpo, resultado de los diferentes niveles daidalil.

Fig. 5. Ciclo de vida de la Artemia salina
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Los adultos se alimentan constantemente por meslisud 11 pares de
patas toracicas, arrastrando las particulas dedeohmcia la cabeza. De esta
manera, en todas las fases de crecimiento Aedaling la vida activa se
indica por el movimiento de algunas de sus patadad las fases en el ciclo de
vida de laA. salinahan sido incluidas en estudios toxicolégicas.fase mas
usada para el estudio es de 24 a 48 h despuélrdeshuevo aunque también
puede ser comos naupli o los adultos.Como medida de la toxididal extracto
0 compuesto se puede determinar la dosis letalansglida (L) después de 6

horas de exposicion, asi como, la dosis letal mediaica (LGg) después de 24

horas de exposicion. La kpPaguda o la
LCs crénica, dependen de la solubilidg
del extracto o sustancia. Asi, los extrac
polares o las sustancias solubles en a
tienen la ventaja de una corta exposici

mientras que para los extractos no pola

o insolubles se requiere de mas tiempo

Fig. 6. Artemia salina

Las LG, para compuestos organicos utilizados como distdgese han
estimado. Asi, para el benceno (®6 ppm) y acido acético (ls&42 ppm)
son mas toxicos que el etanol o metanols(LTD,000 ppm), mientras que el
butanol y acetona son relativamente toxicos (30@®n py 2100 ppm
respectivamente).Los surfactantes también se pudderar como agentes que
ayudan a la solubilidad de los extractos de ptar&am embargo, se debe tener
cuidado con el uso de este tipo de compuestosg/pagden llegar a ser toxicos

para laArtemia salina Por ejemplo, el laurilsulfato de sodio (#s@.9 ppm),
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tween 20 (LCso 1447.9 ppm), finasol (L& 25.0 ppm). Por tal motivo, se han

establecido los siguientes criteri@anabria Galindo, 1997):

Tipo Dosis [ppm]
Letalidad Elevada 0.1-100
ethlidad Moderada 100 — 300
ethlidad Baja 300 — 640
ethlidad Minima >640

En general, el método consiste en pesar una cdntidlaextracto de la
planta, mezclas o compuestos puros y se disuelvena pequeia cantidad (0.2
a 1.0 mL) de metanol o etanol, se diluye con agelandr obteniéndose la
solucion stock. De la solucién stock se toma ldidad conveniente y se diluye
con el agua salina y da las series de concentegi@uueridas para las pruebas,
asi, el control negativo es simplemente la mismacg&mn salina usada para
preparar la solucion stock. El estandar positivprepara con sales de metales
pesados como toxico. EI mas conveniente es el rdatim de potasio. La Ldp
para el dicromato esta en el rango de 500 a 800mi@mtras que la L esta

en el rango 20-40 pp(w.Colegate, 1993).

5.2. Medio de cultivo

Se sabe que el medio usado influye en la eclogémy no afecta el

experimento. El medio llega a ser importante sis#n animales poco mas de



ser nauplis o adultos, ya que su desarrollo depdeda salinidad. En este caso

se utilizaronArtemiassub-adultas como se observa a continuacion:

Fig. 7. De derecha a izquierda: Naupli (0.4 cm),tAmia sub-adulta (0.6 cm), Artemia adulta (1.0 cm)

Dentro de los medios de cultivo estan: agua de mm&glio marino

artificial o el uso de sal marina. El agua de mmrel medio alternativo, este

debe ser esterilizado a ebullicion durante 30 rmuytfiltrado. El agua perdida

se recupera con la adicion de agua destilada adeemésoxigenarse el medio.

Si no se cuenta con el agua de mar, otra opciamilezar un medio marino

artificial que puede ser preparado de acuerdaabla VII. El pH sera ajustado

de 7 a 8 con una disoluciéon de NaHC8& 5%. La ruta de eclosion y la

viabilidad de los nauplis en agua de mar son sigslauando se usa agua

artificial.

Tabla VII. Preparaciéde un medio marino artificial

Sal g/L
NaCl 24.0
(CaCh.2H,0) 15
KBr 0.1
KCI 0.7
Na,SO, 4.0
NaHCG; 0.2
(MgCl,.6H,0) 11.0
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Otra alternativa, la cual se llevo a cabo en e=t#s,tes el uso de sal
marina. Este medio marino artificial se preparadeerdo a lo indicado por el

empague del producto, manteniendo las condiciomdscuadas para el

desarrollo y vida de |&. salina Por ultimo, cabe mencionar que los métodos

biodirigidos utilizandoA. salinaresultan muy convenientes para el investigador

ya que le ahorra el trabajo de aislar un mayor marde constituyentes de la
planta que probablemente no tengan actividad hidogeEn el caso de los
estudios fitoquimicos convencionales o clasicosaistan y caracterizan el
mayor numero posible de compuestos de las plantassyeriormente son
ensayados biolégicamente. Este procedimiento tienelesventaja de que
generalmente se aislan los componentes que se néracueen cantidades
relativamente altas y que no necesariamente saedpsnsables de la actividad
bioldgica previamente detectada en las pruebagldecgn. Sin embargo, este

procedimiento permite conocer los elementos catistits de la plantgmata
Essayag, 2000).
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CAPITULO 1

Recoleccion y secado

Las plantas aromaticas y medicinales eorti principios activos cuyas
caracteristicas dependen de una serie de factarassp recoleccion como la
epoca del afo, edad de la planta, hora del disopair utilizado, tipo de

recoleccion (mecanica o manual), entre otros.

Solo se deben recolectar plantas sanas, limpiagnyinsectos. Se
recomienda hacerlo los dias soleados, ya que posible las hierbas no deben

estar humedas.

Conocer qué plantas medicinales se deben reaplesttan importante
como el cuando y como se debe hacerlo. Es necesambién, considerar la
disponibilidad del recurso puesto que es importaotempactar el ecosistema

natural.

1.1. Recoleccién del material botanico

La planta se recolectd en un cerro de pinos, eacéroles y arbustos a
una altitud aproximada de 2,400 m.s.n.m, coorden&dad 56’ 26.74” N y 99°
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41’ 51.28” O localizado en Villa de Canalejas peeciente al Municipio de
Jilotepec, Edo. de México en Junio del 2006.

Se herborizé un ejemplar que ha sido integrado ancdleccion
etnobotanica del herbario de la Facultad de EstuSiaperiores lIztacala de la
UNAM con el numero de registro 1793 IZTA y que itikca a la planta como:
nombre cientifico: Cuphea aequipetala CavNombre comdudn:hierba del
cancer.Familia:Lythraceae.

La planta recolectada se dej6 secar al aire litgr sombra durante dos
semanas utilizando Unicamente para su estudiasfituqo la parte aérea: hojas,

tallos y flores.
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CAPITULO 2

Extraccion y concentracion

Se llevo a cabo una extraccion continua con disbége (soxhlet)
utilizando un gradiente de polaridad. Los disolesnttilizados fueron hexano,

hexano-acetona 1:1, acetona y etanol.

Fig. 8. Equipo soxhlet

Una vez obtenidos los extractos, se concentrarahiami destilacion a
presion reducida en rotavapor para posteriormegjgr @vaporar a sequedad a
temperatura ambiente. Para el caso de las fladksse obtuvieron los extractos
para su analisis fitoquimico preliminar, asi comcséparacion de los diversos
compuestos presentes en cada extracto por medimatografia en capa fina
(CCF).



CAPITULO 3

Analisis fitoquimico preliminar

Después de realizar la concentracion de los erBguadra tallos, hojas y
flores, se realiza el analisis fitoquimico preliarircon el fin de identificar los

diversos metabolitos presentes en cada extracto.

3.1. Alcaloides

Son compuestos organicos de origen natural, nitedes, derivados
generalmente de aminoacidos, mas o menos basgasstdbucion restringida
con propiedades farmacoldgicas importantes a digas y que responden a
reacciones de precipitacion, desempefan algunasohes dentro de la planta
como reguladores del crecimiento, fuente de alnamo@nto de nitrégeno y
como mecanismo de defensa. Realmente no existalefiracion sencilla de
alcaloides, ya que en ella es dificil tener en tadas distintas diferencias en
cuanto a estructura y propiedades, para esto,as#fichn de acuerdo a sus
propiedades farmacoldgicas, distribucion botanicaaquellos de origen
biosintético. Algunos autores los dividen en alce verdaderos,
protoalcaloides, pseudoalcaloides y alcaloides rfapos
(http/www.scribd.com/Alcaloides/d/8972707
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Existen alcaloides de origen animal, como la adiemaxtraida de las
capsulas suprarrenales, aunque son muy pocos talegeomo la nicotina o la
cafeinaMorales Delgado, 1989).

Para su identificacion se lleva a cabo el siguieptecedimiento

experimental:

Extracto

11 Dizsoher con HCI dil,

21 Agitar
iquida T salige ‘o
41 Ensayar con los reactivos de
alcaloides:

mayer (pp blanco o color crema), drangenderft (pp naranja rojize), wagnet
(pp amanllo), hager (pp amarlle), acide silicotingstice (pp blanco)®

¥

mezcla de
reaccion

Formacion de precipitados es positiva

Esqgue 1. Identificacién de alcaloides

*ver anexo Il
NOTA: la cantidad de extracto utilizado para cada paymiede ser de solo unos cuantos(Bgrba Chavez,
1997).
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3.2. Taninos

Son compuestos fendlicos hidrosolubles que tiamerpeso molecular
comprendido entre 500 y 3000, que presentan, pilds reacciones clasicas de
los fenoles, la propiedad de precipitar alcaloidgdatina y otras proteinas, se
clasifican en taninos condensados e hidrolizaljes,difieren por su estructura
y por su origen biosintético.Historicamente, la aripncia de los taninos esta
ligada a sus propiedades curtientes, es decir, prdpiedad que tienen de
transformar la piel fresca en un material impuikdsc el cuero (Bruneton,
1991)A continuacion se muestra el tratamiento del ektrpara la identificacion
de estos compuestos:

Extracto

1) Disoler con agua

21 Filtrar

liquido s6lido =<D>

31 Dividir en 3 partes

tubo 1 tubo 2 tubo 3
4) Ensayar con agua  |4) Ensayar con FeCl ;™ [4) Ensayar con reactivo de
de bromo * gelatina *
¥ ¥
mezcla de rmezcla de mezcla de
reaccidn reaccidn reaccian

P o diseluciones de | color azul-negro PR coler werde opaco
color pardo es o werde es positivo o amarille es positivo
P oSt

& & O

Esquema 2. Identificacion de taninos
*ver anexo Il



3.3. Saponinas

Las saponinas son heterdsidos (azUcar + aglicGmkseglcaracterizan por
Su capacidad para producir espuma cuando se agitaalucion acuosa que las
contiene. Segun el numero de uniones de las urgdgldeidicas al aglicon se
denominan saponinas monodesmosidicas (el azUucalcaras se unen por una
Gnica posicion al aglicon), saponinas bidesmossd{eh azicar o azucares se
unen por dos puntos al aglicGRyklinski, 2000)

Su identificacion se lleva a cabo como se muestananuacion:

Extracto

1) Diwdir en 2 partes

tubo 1 tubo 2

2) Agregar 1 gota del reactive de rosenthaler *

2) Dizolier con agua caliente y 1 gota de H,S0, conc

3) Agitar vigorasamente ¥

mezcla de
reaccion

La formacion de espuma estable
por unos minutos es positvo

D
1 .
Color violeta es positivo para
saponinas friterpénicas pentaciclicas

O3

Esque 3. Identificacién de saponinas

* ver anexo |l
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3.4. Triterpenos

Compuestos de 4 procedentes de la ciclacion del escualeno, los

triterpenos poseen una estructura siempre potiaiclnormalmente tetra o

pentaciclica. Casi siempre hidroxilados al contraee los demas terpenos, una

unidad estructural bastante fuerte. No existe ufeaethcia fundamental entre
los triterpenos y los esteroides, considerandoges esltimos triterpenos

tetraciclicos que han perdido, como minimo, treslosgBruneton, 1991).

Los aceites esenciales estan constituidos poodadiuros saturados de
formula GoHyo llamados terpenos y sus derivados (alcoholesesstaldehidos,
acetonas, fenoles, éteres fendlicos, 6xidos, lastgnacidos). Los terpenos son
sustancias cuyo esqueleto carbonado se biosintetizpartir del acido
mevaldnico (proviene de la acetil CoA), separandeseunidades llamadas
iIsoprengMorales Delgado, 1989).

Para su identificacion se lleva a cabo lo siguiente

Ezxtracto

13 En un tubo de ensaye disalver
con 1 mlde CHCI 5

2) Agregar 1mlde anhidrido acético
3) Dejar reposar en frio

41 Afiadir 1 8 2 gotas de H,50,4 cone.
f

rezcla de
reaccion

Colores rojo, rosa, verde, pdrpura
0 azdl en la interfase es positiva

&

Esquema 4. Identificacide triterpenos
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3.5. Flavonoides

Son compuestos fendlicos los cuales se encuenarapliamente
distribuidos en el reino vegetal, generalmente anfdrma soluble de
heterdsidos, en su mayoria son pigmentos resp@ssal@ la coloracion de
numerosas flores y de algunos frutos. El elemeainin esta relacionado con
un nucleo basico: el 2-fenil cromano. El términavfinoide se aplica a
estructuras muy diversas: 2-fenil cromonas, 2-feribmanos, flavilios,

chalconas, aurond@Bruneton, 1991).

La identificacion de estos compuestolese@ a cabo como se muestra a

continuacion:

Extracto

1) Disolver con etanol
23 Filtrar

liguido

) Dividir en 2 partes 3y Impregnar en una tira de

papel filtro
tubo 1 tubo 2 4y Dejar secara temperatura ambients
43 Agregar un_tmzn de wiruta 5) Sorneter con vapores
de magnesio amalgamado 4) Agregar 2 gotas de NaOH dil. de amaoniaco
51 Agregar 2 gotas de HC| conc. mezcla de
L 3 reaccidn
mezcla de mezcla de i
reaCrinn roaceion gsnlggsaim%rllln ocre
i i
Colores arnarillo, rojo-azul, Colares amarillo o
0 haranja son positivos naranja son posivos Dy
i
Dy D3

Esquemddentificacion de flavonoides



3.6. Glicésidos cardiotonicos (prueba de Legal)

Los glicésidos cardiotonicos, cardenolides o vesed&l corazon, poseen
una estructura que se parece mucho a la estrud#ues saponinas esteroidales
y presentan las mismas caracteristicas de solabtiljjdformacion de espuma, se
distinguen por un anillo de lactona insaturadaguupo hidroxilo 14 y por los
azlucares muy especiales que los forman. Se enanestr varias familias de
plantas bastante relacionadas, como Aascinaceas, Liliaceas, Moraceas y
Rununculacead.as plantas que los contienen se han usado teegdehistoria
como venenos de las flechas y para ceremoniasosss) Su sitio de accion
molecular es una membrana relacionada con la en&ilkasa, que regula el

transporte de cation@galencia Ortiz, 1995).

Su identificacion se lleva de la siguiente manera:

E=tracto

1) Disalver con 0. 3 mlde piridina

21 Agregar 1 gota de sol. reciente
de nitroprusiato de sodio
al 5% en agua

31 Agregar de 1 a3 gotas de MaOH 2R

1

mezcla de
reaccidn

Colar rojo intenso es positivo

@

Esquema 6. Ident#@on de glicdsidos cardioténicos
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3.7. Glucésidos cianogenéticos

Estos glucosidos al hidrolizarse producen acidohigrico, por lo que
reciben el nombre comun de glicosidos cianogerngticoianoforicos. Debido a
gue son toxicos para el hombre y los animalesceancidos desde hace mucho
tiempo. Se conocen 3 tipos de glucdsidos cianomesétios parecidos a la

amigdalina, glucosidos tipo lanamarina y la gyndice(Valencia Ortiz, 1995).

Para su identificacion se lleva a cabo el siguipndeedimiento:

E=dracte

1) En un tubo de ensaye disokver
con unas gotas de clarofarmo

2y Colocar en el tubo una tira de papel
filtro con reactive de gngnard *

3) Calentara 30- 35°C
Y

mezcla de

reaccion

Colores rojo 6 rosa es positivo

&

Esquema 7. Identificacion de glucésidos cianogenés

* ver anexo lll
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3.8. AzUcares

Los carbohidratos también llamados azuUcares, toyeti la clase de
compuestos que se encuentran en las plantas em caatmlad. Son aldehidos o
acetonas polihidroxilados, generalmente tienemptapiedades de ser alifaticos,
Opticamente activos, de sabor dulce, muy solublesagua, dificiles de

cristalizar aun cuando estén puros, son labiles yisemerizan facilmente

(Valencia Ortiz, 1995

Su identificacion se lleva de la siguiente manera:

Extracto
1) Disolver con agua

2 Filtrar

liguido solido - <:|>

3 Dividir en 2 partes

tubo 1 tubo 2

4) Agregar 1 mlde reactive de benedict * |4 AgregarSmlde la sol Ay
. Smldela sol "B"

51 Afiadit 2 mlde agua {reactive de fehling) *

7 Calentar a bafio matia acompafiade

) Calentar a bafio maria acompafiado
conun blanco

conun blanco

7y Anotartiempo de reduccidn B} Anotar iempo de reduccidn
0 cambio de color ' 0 cambio de color
¥
trezcla de
mezcla de rearcién

& &

Esquema 8. Identificacion de azlcares

* ver anexo lll



CAPITULO 4

Separacion

La separacion de los extractos obtenidos se reatizoromatografia en
capa fina (CCF) 6 (TLC por su siglas en inglés)aplar que se utilizaron
cromatofolios de silica gel,kzy el uso de una lampara UVSL 25.

Se utilizé una columna cromatografica de 25 cmatgd y 2.3 cm de
diametro para la separacion del extracto de hexemmo fase estacionaria
silica gel con un tamafo de particula de 0.05-0n2 yncloroformo como fase

movil.
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CAPITULO 5

Obtencion e identificacidn de los alcaloides de taerba del

cancer

Para la obtencidon e identificacion de los alcal®ide la hierba del cancer

se lleva a cabo el siguiente procedimiento experiahe

Tallos y hojas

1) Secar atemnperatura ambierte triturar v pesar
2 Extraer en soxhlet con éter de petrdlen sequida de etanol
3) Concentrar a presion reducida con rotavapor

de petrdlen Extracto de etanal |F'rueha de alcaloides 2|

4) AcidularapH 2-2. Scon HCI O 5 My
agitar en bafio de hielo durante 3 horas

) 5) Dejar en refrigeracidn y obscuridad
- durante 1 noche
|F'rueba de alcaloides 1| B) Filtrar
[Prueba de alcaloides 4|-1——-' ] liguido w|Prueha de_alcaloides 3|
Dy 7)1 Basificar con MaOH al 15 % a pH 9-10
8) Extraer par triplicado con CHCI 5
9) Separar

Fase acuosa —=Fase organica

107 Lavar con H50

¥

|F'rueha de alcaloides 5| 1) Separar
D
5 liquidn |=—————w[Fase orgénica
L 12) Secar con Ma ,50,

|F'rueba de alcaloides 6|

@ 13) Filtrar

—h Fase organica

D 1473 Concentrar @ presion
7 rreducida con rotavapar

[Prueba de alcaloides 7 |

Da

Esquema 9. Obtencién e identificacion de los alddks de la hierba del cancer



CAPITULO 6

Actividad biologica

Para determinar la Lggcronica del extracto etandlico de la H. del cancer
se hizo uso de un medio marino artificial el cusd preparado de acuerdo a lo
indicado por el empaque del producto con las sigegecaracteristicas:

Sal Marina “Oceanic” profesional, libre de fosfajonitratos, alto contenido de
pureza. Aproximadamente 34 g/L a 25 °C produce:

Densidad: 1.023 — 1.025

pH: 8.3 -8.4

Ca: 400-420 ppm

Mg: 1070-1100 ppm

Para su preparacion se utilizaron condiciones msé&ptEl agua destilada
se mantuvo en ebullicion durante 30 minutos, totlanaterial de vidrio
requerido para cada uno de los sistemas prepasadadoco durante dos horas
en una estufa a una temperatura de 120 °C. Lai&olsalina (34g/L) se
oxigeno con una bomba de aire para acuario duighteoras manteniendo un
pH= 8 y una densidad de 1.025, ésta ultima detewcion se efectué con un

densimetro.
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6.1.Preparacion de las muestra

Previamente se peion 129.8 g de planta colocando 1 de etanol en un
equipo soxhletel extractcse dejé secar dentro de un desecador de vacioet
de silice como deseca durante 1 semanabteniendol12.0974 g. Se dee
utilizar etanol para su extraccidebido a la mayoobtencior de metabolitos en
el extracto etanodlico (tabliX). Para la preparacion de las soluciones
estandares negativos), se pesaron 500 mg del extjae fueron dilidos con
0.5 mL de etanol llevando a 0.05 litros con soluciénrsalbbteniendo ur
concentracion tel de 10,000 ppm (sol.tock). De esta concentracion

prepararon sistemas de 8000 ppm, 6000 ppm, 40002460 ppm y 1800 pp!

SOLUCION STOCK

(10,000 ppm)

A B C D E
8000 ppm 6000 ppm 4000 ppm 2000 ppm 1800 ppm

Esquema 10. Preparacién de lestdndares negativos

Cada sistema de soluciones se pre 5 veces por separado acompari
de un blanco y de dos estandares positivos, ura ¢ggom y el otro de 40 ppr

como seobserva en el siguiente esque

58



ESTANDAR POSITIVO

Pesar0.1 g de
dicromato de
potasio y diluir con
0.5mLde EtOH o
MeOH

Llevar a 50 mL
(2000 ppm)

Tomar 0.1 mL y llevar a . Tomar 0.2 mLy llevar a
10 mL 10 mL

Esquema 11. Preparacion de los estancs positivos

La preparacion del control positivo, se realizé dcromato de potasi
como estandar toxico, el cual presenta unsy crénica en el rango de 20 a
ppm y una LI, aguda de 500 a 800 ppm. En nuestro caso se deabjar
con la LGq crénica. El blanco se diluy6 con la misma soluadélina hasta 80C
ppm, ya que, como se mdond anteriormente, tanto el MeOH yOH
presentan una Lggde 10,000 ppm. Por tal motivo, se prepararé eldolanune
concentracion de 8000 ppm, ya que econcentracidbn mas alta utilizada p

cada prueba:

59



Tomar 0.5 mLde EtOH o

MeOHyIIeyf:\ra Sp mL con Tomar 8 mLy llevar 8000 ppm
solucion salina 10,000 ppm a10 mL

Esquema 12. Preparacién del blanco

A todos los sistemas se les colocaron Artemia¢ sub-adultas para
determinar la LG, durante 24.0, manteniendo una temperatura d-27 °C y
como fuerte de calor La lampara de 60 wattsaR llevar a cabo la prueba
letalidad, lasArtemiassub-adultas utilizadasieron obtenidas en un acuario

cuales fueron alimentadas con alga espirt

Fig. 9. Sistemas de prueba (screening primario)
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PARTE IV
RESULTADOS




CAPITULO 1

Estudio fitoquimico preliminar

En las tablas VIl y IX se muestran los resultadeslos extractos de
tallos, hojas vy flores realizados en diferenissldentes y mezclas de ellos:

Tabla VIII. Extractos de tallos y hojas

DISOLVENTE CANTIDAD CANTIDAD CANTIDAD APARIENCIA
UTILIZADO DE DE DE DEL
DISOLVENTE PLANTA EXTRACTO EXTRACTO
[mL] (9] (¢]
HEXANO 280 18.5 0.8 Verde oscuro
aceitoso
HEXANO- 130 hexano/ 130 18.5 1.3 Verde oscuro
ACETONA 1:1 acetona aceitoso
ACETONA 260 18.5 0.5 Verde oscuro
ETANOL 280 18.5 0.4 Verde oscuro

Tabla IX. Extractos de flores

DISOLVENTE CANTIDAD CANTIDAD | CANTIDAD APARIENCIA
UTILIZADO DE DE DE DEL
DISOLVENTE PLANTA EXTRACTO EXTRACTO
[mL] [¢]] [¢]]
HEXANO 200 4.6 1.2 Verde-amarillo
cristalino
HEXANO- 100 hexano/ 4.6 0.7 Verde- amarillo
ACETONA 1:1 100 acetona opaco
ACETONA 200 4.6 0.2 Amarillo opaco
ETANOL 200 4.6 0.4 Amarillo
cristalino




En la tabla X se muestran los resultadosadetuebas fitoquimicas preliminares para los extsade

tallos y hojas y en la tabla XI se observan losltados para los extractos de flores.

1.1.Extractos de tallos y hojas

Tabla X. Pruebas fitoquimicas preliminares para loextractos de tallos y hojas

EXTRACTO * ALCALOIDES SAPONINAS SAPONINAS TRITERPENOS TANINOS FLAVONOIDES GLUCOSIDOS AZUCARES GLICOSIDOS
V] D Wl H AS TRITERP’ENICAS CIANOGENETICOS CARDIOTONICOS
PENTACICLICAS
HEXANO - - - - - - - + +-
HEXANO- - H- |+ | H- +/- - - + - +/- - +1 min.
ACETONA
ACETONA + + + + + - - + N T
ETANOL + + + + + + - - +/- + - +3-5 seg.

- Prueba negativa

+ Prueba positiva

+/- Indefinida

*Pruebas para alcaloides: M = mayer, D= drangendoff W = wagner, H = hager, AS = acido silicotingstx



1.2.Extractos de flores

Tabla XI. Pruebas fitoquimicas preliminares

ara l® extractos de flores

EXTRACTO * ALCALOIDES SAPONINAS SAPONINAS TRITERPENOS TANINOS FLAVONOIDES GLUCOSIDOS AZUCARES GLICOSIDOS
MT DI Wl HT AS TRITERPENICAS CIANOGENETICOS CARDIOTONICOS
PENTACICLICAS
HEXANO EO R I - +/- + + - +/- - +5 min. -
HEXANO- - - - - - - + + - + +/- +30-40 seg. -
ACETONA
ACETONA - - - - - + + +/- - + +/- +/- +
ETANOL B - + + +- + - +12 min. +

- Prueba negativa

+ Prueba positiva

+/- Indefinida

* Pruebas para alcaloides: M= mayer, D= drangendoff W= wagner, H= hager, AS= &cido silicotingstico




Con base en el andlisis fitoquimico anterior (taflgara los extractos de

tallos y hojas obtenemos alcaloides, saponinatergenos, flavonoides y
azucares.

En los extractos de flores (tabla XlI) se obtienaposinas, saponinas

triterpénicas pentaciclicas, triterpenos, flavoeejd azicares y glicosidos
cardiotonicos.
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CAPITULO 2

Separacion

2.1. CCF para los extractos de tallos y hojas

Se realiz6 la separacion de los compuestos parextoactos de hexano,
mezcla hexano-acetona 1:1, acetona y etanol olbteaitkeriormente. Para esto,
se probaron diferentes fases moviles dejando Umictaria que presentd mayor
distribucion de compuestos de cada extracto, asibien, se dan a conocer los
valores de Rf utilizando la siguiente expresiotamgtica:

Rf = Distancia recorrida desde el origen por el copuesto (cm) =X
Distancia recorrida desde etigen por el frente del eluyente (cm) Y

Tabla XIl. CCF para los extractos de tallos y hojas

EXTRACTO
Hexano Hexano-acetona 1:1 Acetona Etanol
O Rf 2;5
3 4 - Riy = [Rfy
[ = [ Rf
Riy a sz 1
Q Rf2 é o
=ty Rf
2
R, Rf ¥ Rfy
1 1 Z
=

Fase movil: cloroformo | Fase movil: cloroformg Fase moévil: AcOEt| Fase movil:

hexano-acetona 2:1

Rf; =1.1/2.3=0.48
Rf, = 1.5/2.3 = 0.65
Rf; =2.2/2.3=0.96

Rf; = 0.1/2.0 = 0.05
Rf, =0.2/2.0=0.1
Rf; =0.7/2.0=0.35
Rfy=1.4/2.0=0.7
Rfs =1.8/2.0=0.9

Rf; = 0.5/2.3=0.22
Rf, = 1.5/2.3 = 0.65
Rf; =1.7/2.3=0.74
Rf, =2.2/2.3=0.96

Rf; = 1.2/1.6 =0.75
Rf, =1.3/1.6 = 0.81
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2.2. CCF para los extractos de flores

Para el analisis en placas cromatograficas seartin los extractos de
hexano, mezcla hexano-acetona 1:1, acetona y etAroforma similar para
tallos y hojas, en las flores

Unicamente la que presentdé mayor separacion deusEsigs como se muestra

en la siguiente tabla:

Tabla Xlll. CCF para los extractos de flores

se probaron disdintases modviles dejando

Fase movil: cloroformo

Rf;=0.4/1.6 = 0.25
Rf, = 1.0/1.6 = 0.63
Rf; =1.3/1.6 = 0.81
Rf,=1.4/1.6 = 0.88

Fase movil: acetona-
cloroformo 2:1

Rf; =0.5/2.0 =0.25
Rf,=1.0/20=0.5
Rf;=1.3/2.0 = 0.65
Rf,=1.5/2.0=0.75
Rfs = 1.9/2.0 =0.95

Fase movil: etanol

Rf; = 1.0/1.8 = 0.56
Rf, =1.5/1.8 =0.83

EXTRACTO
Hexano Hexano-acetona Acetona Etanol
1:1
Rf

=) 4 = Rf
- R Rf & !
% Rf; 0 Rig 9 2 %

S 0 Ry §

o 0 Rf; ¥ i

i P " Rf &

% 0 Rf Ak 1 ¥

2 z 2 £ &

o O i £ i

l'al Rf1 ;% % g‘

Fase movil: metanol

Rf; =1.6/1.8 =0.89
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CAPITULO 3

Separacion en columna cromatografica

Previamente se realiz6 una extraccion en soxhigtamdo disolventes
con un gradiente de polaridad con hexano, hexaema& 1:1, acetona y etanol

empleando 78.6 g de planta (tallos y hojas).

Para la separacion en columna cromatografica sessj estudio para el
extracto de hexano con el objetivo de analizatipelde compuestos que pueda
elaborar la hierba del cancer con el uso de distd#geno polares. Una vez
concentrado, se dej6 evaporar a sequedad en larmzst dentro de un
desecador de vacio utilizando gel de silice consechinte durante 1 semana
obteniendo 5.1 g. Después de este tiempo, se @blsepresencia de cristales en
forma de cubos en el mismo extracto, se separatamayon con una pequeia
cantidad de acetona rotuladolos comy. Del mismo modo, una vez
concentrado el extracto etandlico, se obtuvo u@dlanco el cual se lavo con

una pequeia cantidad de etanol y se rotulé ddgno

El extracto de hexano se separd por columna llegs#né observar 7
diferentes fracciones las cuales fueron separaglaswukerdo a la coloracion que
presentaba cada una de ellas.

68



/ Algoddn

Fraccidn 7

Fraccidn &

Fraccidn &

Fraccidn 4

Fraccidn 3
Fraccidn 2

Fraccidn 1

Fig. 10. Columna cromatogréfica del extracto dexamo para tallos y hojas

Las 7 fracciones separadas fueron analizadas en Weg&ndose a
apreciar otros compuestos por lo que estas fragsifueron eluidas nuevamente
en otras columnas cromatograficas de 25 cm de lar@dl cm de diametro
utilizando silica gel con tamafo de poro de 0.@85-0nm como fase
estacionaria.Las fases moviles utilizadas son &guelue presentaron mayor
separacion de compuestos:

Fraccion 1(hexano), fraccion 2 (hexano-AcOEt 4fdgccion 3(CHCi-hexano
2:1), fraccion 5 (CHG), fraccion 6 (CHQ), fraccion 7 (CHGHhexano 2:1).

En la fraccion 1 existen valores muy similaresRileeomo se observa en

la tabla XIV los cuales puedan corresponder al misompuesto como 0.93,
0.5-0.57y0.71-0.73.
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Para la fraccion 2 se observan valores de Rf rauganos como es el caso
de la k1Y R, La primera de estas, se decide separar nuevananed aso de
una pipeta pasteur, colocando en la parte infet@rda misma, un poco de
Na,SQO, anhidro y 0.1 g de silica gel con un tamafo de pier 0.05-0.2 mm sin
el uso de fase movil, haciendo eluir a presionwoa propipeta, obteniendo asi
0.2 mL de un liquido incoloro el cual presento drd&0.8 utilizando como fase

movil CHCL y al cual se rotulé comA;.

La fraccion 3, presenta dos diferentes compuesins/alores de Rf muy
parecidos para el caso de lg.FPara la k; se tiene un Rf de 0.8, el mismo valor
obtenido en la & (1) y con la misma coloracion rosa al ser revekzué.

En la fraccion 4, se obtuvo un sdlido de colonbtacafé con un punto
de fusibn de 64-68 °C rotulandolo conm®@, se le realizd una placa
cromatografica y se observo un compuesto cuyo \d@oRf es 0.86 asi como
otro(s) compuesto(s) presente(s) en el punto deaapn. La fase movil

utilizada para su analisis fue de cloroformo.

Para el caso de la fraccidon 5 sélo se observa lan da Rf en los cuales
podemos encontrar nuevamente el de ;9 dmo el calculado en Ig €on la

misma coloracion rosa al ser revelado-gn |

En la fraccion 6, tres de las seis fracciones reaati un solo Rf a
diferencia de la & y Fs 4 donde existen dos compuestos para cada una de ella
Cabe sefalar que se obtuvo en Ilg; El mismo compuesto encontrado
anteriormente con un Rf de 0.8 con CkHECbmo fase moévil y la misma

coloracion rosa al ser revelado en Esta Fraccion, &, se separd en forma



similar para la f;, obteniendo 0.1 mL del liquido incoloro el cualhabia sido

rotulado comaA;.

En la fraccion 7, para las fracciones,FF sy F¢ no fue posible la
determinacion de valores de Rf debido a la poctdahque se logro obtener, a
diferencia del resto de las fracciones en las gusesmantiene un solo valor de
Rf.

Tabla XIV. Rf de las fracciones obtenidas del extreto de hexano

Fraccion Rf
Fi Fi1 Fiz Fi3 Fia Fis Fie Fi7 Fig
(1) 05 | (1)0.53| (1)0.2 | (1)0.53] (1)0.21 | (1) 0.57| (1) 0.73] (1) 0.36
(2)0.81 | (2) 0.93| (2) 0.53| (2)0.93| (2)0.5 | (2)0.93| (2)0.93| (2)0.71
(3) 0.93 (3) 0.93 (3) 0.93
F. Fao1 Fo» Fao3 Faoa Faos
(1)0.8 | (1)0.63 0.5 0.36 0.38
(2)0.87 | (2) 0.64
F3 F3,1 F3,2
(1)0.64 | (1) 0.6
(2) 0.8 (2) 0.62
FS F5,1 F5,2 FS,S F5,4 F5,5 F5,6 F5,7
0.8 0.4 0.27 - 0.13 - 0.31
F6 F6,1 FG,Z FG,S F6,4 F6,5 FG,G
0.8 (1) o5 0.5 (1) 0.30 0.31 0.28
(2) 0.87 (2) 0.5
F7 F7,1 F7,2 F7,3 I:7,4 F7,5 F7,6 F7,7
0.93 0.6 0.53 - - - 0.71




CAPITULO 4

Obtencién de alcaloides

En el estudio fitoquimico preliminar para flore&s|os y hojas (tabla X y
XI) se pudo determinar la presencia de alcaloidesamente en estos ultimos
para los extractos de etanol, acetona y muy potoidie para el extracto de
hexano-acetona. Con base en estos resultados EBOdetlizar el extracto
etandlico para su analisis, ya que las pruebasladdoiges realizadas a este

mismo fueron mas definidas que para el resto dextractos.

Para obtener los alcaloides se monté un equipdetse emplearon 12.9
g de planta'y 200 mL de éter de petroleo seguidmdeosterior extraccion con
200 mL de etangMaldoni, 1991)Durante la concentracion del extracto de éter de
petroleo precipitd un soélido de color blanco all@eale caracterizé rotulandolo

comoCg cuyas propiedades se dan a conocer mas adelante.

Como se observa en el esquema 9, los alcaloidegnsaentran
Unicamente para las pruebas 2, 3 y 5 utilizandoocaactivos de precipitacion
el reactivo de drangendorff y reineckato.En bada abservacion anterior se
decide obtener los alcaloides a partir de una raacer acida con 10 g de tallos
y hojas en 200 mL deJS0, al 5.0% (sistema I) y en medio basico con 300mL

de NH,OH al 1% (sistema Il) en la obscuridad durantesemana.
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Los sistemas | y Il se filtraron. A la solucion asa de ambos sistemas se

les realizaron pruebas directas de alcaloides diasdsiguientes resultados:

Tabla XV. Pruebas de alcaloides para los sistemay il

SISTEMAS REACTIVOS*
Hager | Wagner Drangendorff Ac. Reineckato
silicotungstico
. NH4OH 1% +++ ++++ ++++ ++++ ++
1I. H SO, 5% +++++ +++++ +++ ++++ +++++

*Ver anexo Il para su preparacion

De acuerdo a lo anterior se decidié analizar Unécaen el sistema Il
debido a la mayor cantidad de precipitado observeoio el reactivo de
reineckato, asi mismo, este reactivo puede usarsmlamnas de intercambio

ionico para la obtencion de alcaloides.

El siguiente diagrama muestra el procedimiento Ileagm para la
obtencion de los alcaloides de la hierba del caageartir de una maceracion

acida y a los cuales se les realiz6 un seguimiantiavés de CCBerkov, 200).
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Tallos ¥ hajas an
HLS0, al 5.0 %

1) Tapar
2 Agitar
) Fillrar

Miguiidho ¥ sablido = |Wlateria neoluble,
tallos Fojas

4) Lavar con H3S0, al 5.0 %
L 4

"
r A@-ﬁ Eguida sdlido 1-<D>

S) Agregar NH gOH hasta pH 5-6
&) Filtrar

whlida

precipgilado |

Sol_Acucsa EH 5 EI <D:"

7Y Agregar NH gOH hasta pH 2-10
2) Filtrar
i el

[ = |E.1 wmdo 1l

- o
|Sel, Acucsa pH 9 - 10] 2

F) Extraer por inplicado con CTHCI 5
10) Separar
w=| Fage arginica

1
[Fase Acucsas pH 3-10] <3>

11} Acidular con FHCI 1M

ISn-I Acuosa pH 22 5|

12) Agregar sol. de reineckats *

13) Dejar en refigeracidn ¥ en
abscurdad duranta 1 noche

14) Filtar y lavar con un poeco da Ho O fria

salido

L IDIn-mladn alcaloide = reineck arn]

¥

[iquida]
<>

Esquema 13. Obtencién de los alcaloides de la heediel cancer a partir de una maceracion acida
*ver anexo Il

Se llevdé a cabo el andlisis de los alcaloides €ff @mando muestras
directas con los siguientes resultados:

Tabla XVI. CCF de la maceraciéon con HSO, al 5.0 %

@ F!f2 Hfz
_ ] , Rf,
i ]

| % -~

Fase movil: MeOH-| Fase moévil: MeOH-| Fase mévil: MeOH-
acetona 1:1 acetona-hexano acetona-hexano 1:1:2
1:1:1
Rf, = 0.6/0.8 = 0.33| Rf; =0.3/1.6 = 0.18| Rf; =1.3/2.2 =0.59
Rf, =1.6/1.8 =0.88| Rf, =1.5/1.6 = 0.93
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En la tabla anterior se distinguen 2 puntos coerdifte Rf para las dos
primeras placas a diferencia de la tercera en déasglp se aprecia uno, no sin
antes descartar la existencia de otros compuestosarms al punto de
aplicacion. El uso de hexano en dos de los trésnsés permite visualizar si
existe otro(s) compuesto(s) lo cual no se observaste caso. Durante el
procedimiento, se obtuvieron dos precipitados, ainmomento de llegar a un
pH de 5-6 el cual fue de color morado (precipitgdp el segundo (precipitado
I) a un pH de 9-10 con un color verde opaco. Aoggbrecipitados se le

realizaron pruebas de solubilidad asi como unsediioquimico.

Tabla XVII. Andlisis de solubilidad y fitoquimico para los precipitados | y Il
PRECIPITADO SOLUBILIDAD

H,O | CHCI; | acetona EtOH hexano

| B - - + - + para azlcares y saponinps

I +++ - - ++ - + para saponinas

Para el precipitado 2 se observa mayor solubilefadgua y ligeramente
en etanol, en ambos precipitados se encuentramisagoy azlcares Unicamente
para el primero. Las siguientes soluciones acuasas 5-6, pH 9-10 y pH 2-3
se les realizaron pruebas de alcaloides utilizardotivo de reineckato para su
identificacion las cuales fueron positivas, asimaisfueron analizadas en CCF
utilizando como fase moévil aquellas que presentanagor separacion como se

muestra en la siguiente tabla:



Tabla XVIII. CCF de las soluciones acuosas a difergée pH

pH 5-6 pH 9-10 pH25-3
g Ri,, @ Ri, g R,
! Rfl % ? Rfl
g4 &
@ R i
&5 -

Fase movil: MeOH-acetona 1:1 Fase moévil: MeOH-acetona 1:1 Fase moévil: MeOH-acetona 1:1

Rf; =1.2/2.0=0.6 Rf; =0.4/1.6 = 0.25 Rf; =1.0/1.9=0.5
Rf,=1.8/2.0=0.9 Rf, =1.4/1.6 = 0.87 Rf,=1.7/1.9=0.87

§ Rfy § RTy § Ri)

2 % %

@ % %

8 § 4

i s ;
Fase movil: MeOH-acetona- | Fase movil: MeOH-acetona- | Fase mdvil: MeOH-acetona-
hexano 1:1:2 hexano 1:1:2 hexano 1:1:2
Rf, = 1.6/2.0=0.8 Rf;=1.3/1.6=0.8 Rf, = 1.4/1.6 = 0.87

A la ultima solucion con pH 2-2.5 se le agrega tieacde reineckato
obteniendo asi el derivado del alcaloide-reineck@tma obtener el alcaloide(s)
previamente se acondicion6é una columna de 25 cnad® y 1.1 cm de
didmetro empacada con resina de intercambio amidhiertemente alcalina
lonenaustauscher Il (Art. 4767, 3mVal/g, 0.35-GrBn Merck) como fase

estacionaria y como fase movil la mezcla MeOH-atetil como sigue:
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|Resina de intercambio ic'umcul

1) 15 g de resina se suspenden en 120 mlde H,0 ™
2) Agitar durante 10 minutos

columna

3) colocar en la parte inferior (sobre la llave)
un poco de algoddn humedecido

) colocar la mezcla resina- agua (paso 2)
y eliminar las burbujas de aire ™

columna empacada

5) Intercambiar sucesivamente con 120 mlde
NaOH 4M, 45 mlde H,O desionizada y 150
ml de HCl 6M

&) Enjuagar con H 50 hasta que el pH del
eluato sea neutro

elusto

73 Eluir con mezcla MeOH- acetona 1:1
hasta eliminar el H ;0

columna en forma
de cloruros

eluate 0,

L
columna en forma de cloruros
con mezcla MeOH- acetona 1: 1

Esquema 14. Acondicionamiento de la resina de iggmnbio i6nico fuertemente alcalina

* Por cada 5 gramos de resina se suspenden en apdaxirante 40 mL de,B.

** No permita nunca que el nivel dej® sea mas bajo que el de la regiRiactica 4. Cromatografia de
intercambio ioGnico)

Una vez acondicionada la columna se obtiene eladdieaeluyendo el
derivado alcaloide-reineckato (disuelto en MeOH®@a 1:1) como se muestra

a continuacion:

berivadu slcaloide- reine:ka1n|

1) Disoker en MeOH: acetona 1:1
Y

Sol. Acuosa

2) Eluir con mezcla MeOH- acetona 1: 1
en columna empacada con resina de
intercambio idnico fuerdemente alcalina
en forma de cloruros

Y

ALCALOIDE

Esquema 15. Obtencién del alcaloide(s) de la hiedsh cancer

Después de concentrar las 20 fracciones obtenidadaecolumna

empacada con resina de intercambio idnico, se ohiowsolido de color blanco-
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café muy tenue, se le realizaron pruebas de afiesdiabla X1X) observandose
la misma coloracibn rosa del derivado alcaloidagekato obtenido
anteriormente. La maceracion acida y las resieastércambio idnico, hacen

posible la obtencion del alcaloide(s) presentds éirerba del cancer.

Tabla XIX. Pruebas de alcaloides al sélido obtétho en columna de intercambio iénco

SISTEMAS REACTIVOS
Hager Ac. silicotungstico Mayer | Reineckato Dragenddf
HCI dil. + Muestra + +++++ ++ ++ o+t o+t
Reactivo
Muestra + H,O + Reactivo ++ ++ ++ ++++ +4+
“BLANCO” (HCI dil. +
Reactivo)

Al solido obtenido (0.0036 g de 10 g de hierbaddelcer) se rotulé como
Cs y al que se le realizaron placas cromatografiedsutando su Rf. Estas
placas fueron eluidas en un sistema MeOH-acetadhay ke bafaron con el
reactivo de drangendorff y reactivo de reineckaspectivamente, con el fin de
observar alguna coloracién o formacion de predipita que fue positivo como

se observa en la siguiente figura:

| B

3 159

Fig. 11. CCF del compuestg C

Con el reactivo de drangendorff se observa unaracitin café en el
punto de aplicacion y en el frente del disolvef®é< 0.9). Con el reactivo de
reineckato sucede lo mismo, en este caso, la cidoras rosa en el punto de
aplicacion y la formacion de precipitado rosa efiezite del disolvente.
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CAPITULO 5

Caracterizacion

Se llevo a cabo la caracterizacion de cada compudséenido mediante

pruebas de solubilidad, punto de fusion, Rf y agreia fisica.

El indice de refraccion del compue#to se obtuvo con un refractdmetro
de Abbe. Los puntos de fusion de los compue€ipsC,, Cs y Cs no estan
corregidos y se determinaron en un aparato Fikitars. Para el revelado de la
CCF se utilizé una lampara ultravioleta UVSL 25.

Tabla XX. Rf de los compuestos obtenidos

COMPUESTO SISTEMA DE SOLUBILIDAD FASE MOVIL Rf
C: CHCl3 CHCl, Rf=0.6/1.5=0.4
C, CHCl3 CHCl, Rf=1.2/1.4=0.86
Cs MeOH-acetona 1:1 MeOH-acetona 1:1 Rf=1.2/1.3920,
Cs H,O EtOH Rf=1.0/1.4=0.71
Cs CHCls-acetona 1:1 EtOH Rf =1.3/1.5 =0.87
A1 (F21y Fe,0) - CHCl Rf=1.2/1.5=0.8
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5.1. Soélidos

Tabla XXI. Caracterizacion de los sdlidos obtenidos

COMPUESTO PESO [g] SOLUBILIDAD P.F APARIENCIA Rf
y % [°C] FisicA
H20 acetona hexano CHG EtOH

Cy 0.0004 * - - +++++ +++++ - 178 Sélido en forma de 0.4
(0.0005%) cubos de color verde

C, 0.0025 * - +++ - +++ ++ 64-68 Sélido amorfo color 0.86
(0.003%) crema

Cs 0.0036 ** | +++++ ++++ - - +++ Sélido amorfo de colgr 0.92
(0.036%) crema

Cs 0.1949* +++++ - - - +++ 164- | Solido amorfo de colof 0.71

(0.25%) 166 blanco

Ce 0.0004*** - +++ - +++ ++ 76-80 Sélido amorfo de colgr 0.87

(0.003%) blanco

*78.69g de tallos y hojas
**10g de tallos y hojas
***12.9g de tallos y hojas

5.2. Liquidos

Tabla XXII. Caracterizacion del liquido obtenido

A; | VOLUMEN SOLUBILIDAD APARIENCIA
FiSICA 2
p1 nls Rf
H,0 acetona | hexano| CHG | EtOH
Fa1 0.2 mL* - ++++ Fhttt | bt - Lig. incoloro 0.8608 1.4876 80
(3.92 %)
Fe1 0.1 mL* - ++++ Fhttt | bt - Lig. incoloro 0.8608 1.4876 80
(1.96 %)

*78.69 de tallos y hojas

p*2es la densidad a P2 yn'° es el indice de refraccién a 45

NOTA: Los puntos de fusion fueron determinados una ss#aaMos sélidos, asi mismo la densidad e indice de
refraccion para los liquidos debido a la poca dautiobtenida y a la elaboracién de pruebas deifdady Rf,

espectroscopia, etc.



A este liquidoA; obtenido en las fraccionds ; y Fg; se le realizaron
pruebas fitoquimicas presuntivas, siendo positigea ftriterpenos en ambos
casos, apareciendo una coloracion rojo-naranjaled de los 8 segundos
después de realizar dicha prueba. El andlisisCdede siguié simultaneamente
con manitol presentando las mismas propiedadesgisiomo solubilidad, punto

de fusion, Rf, color y positivo para azucares.

5.3. CCF de los compuestos,§ Cq

Para el caso de los compuestos ¥ G se aprecia gran similitud en
algunas de sus propiedades, como es la solubpidRid pero diferente punto de
fusion. A estos compuestos, se les realizaron glaceomatograficas.
Previamente fueron disueltos en Cki&@tetona 1:1 y corridos en un sistema de

fase movil de cloroformo y etanol.

Tabla XXIIl. CCF para los compuestos G y Cg
Cz CG

Fase movil: cloroformo Fase moévil: etano|] Fase movil: cloroformo  Fase movil: etandg
Rf=1.2/1.4=0.86 Rf=1.2/1.4=®.8)| Rf =1.2/1.5=0.8 Rf=1.3/1.5=0.8

N =

En base a estos resultados, podemos decir quebbeoiente se trate del
mismo compuesto, en ambos casos se logran apaois compuestos o la
presencia de alguna(s) impureza(s), razon por & s& obtienen diferentes

valores en el punto de fusion.

81



CAPITULO 6

Actividad biolégica

6.1. Determinacion de la LGy del extracto etandlico para tallos y
hojas.

Para determinar la L&gdel extracto etandlico de la hierba del cancer, se
utilizé el método estadistico de Reed-Mue(glTColegate, 1993e acuerdo a la
mortalidad obtenida en los sistemas preparadose @ancionar que no se
presentd ninguna muerte en el blanco a difererai@ahtrol positivo en el que
la mayoria de los organismos de prueba empezanooria en un rango de 2-8

horas del inicio del experimento para ambas comnaenhes utilizadas (20 y 40

ppm).

Tabla XXIV. Mortalidad de la Artemia salinaLeach sub-adulta después de 24 horas de exposicifel

extracto etandlico de la h. del cancer
Muertos Vivos Muertes Vivos acumulados

Dosis | Dosificacion Proporcion de | Mortalidad

(ppm)

(log dosis)

acumuladas

mortalidad

(%)

8000

3.90

44

103

103/109

94.5

6000

3.80

35

15

59

21

59/80

73.8

4000

3.60

15

35

24

56

24/80

30.0

2000

3.30

45

101

9/110

8.2

1800

3.26

46

147

4/151

2.6

Tamarfio de la muestra = Btemiassub-adultas por sistema

La dosis que matara el 50 % de los animales sermbpor medio de dos

graficos. El primero se determina de acuerdo alamarde muertes acumuladas



y numero de vivos acumulados contra el log dodiquBto de interseccion de

las dos curvas a la dosificacidon nos da lgjlgStimada.

160
140
120 3 ) —— MLertes
100 L8 A Acmuladas
80 / _=—Viivos
80 RS / Acumuados
40 bV

K
20 e 1 ha
-

MNameros Acumulados

32 34 36 38 4
log dosis

Fig. 12. Estimacion de la L& por interseccion de las muertes acumuladas y visosmulados.

De acuerdo al grafico anterior el log de la dpsig el extracto etandlico
de la hierba del cancer es 3.70, o bier,@a, para 24 horas es de 5011.87
ppm. El segundo grafico se construye con el % de la alidad contra la
dosificacion (log dosis), donde el 50 % de la ninléa se obtiene por

interseccion:

100 +
Jll
0 .
»
£
=
€ ©
= -
E z:] 128
+*
0 =
32 34 36 38 4
loga dosis

Fig. 13. Estimacion de la L&y y el error estandar.

Como se puede observar, para ambos graficos existenortalidad del

50 % de animales, o bien el log de la dosis es™d& &n una L¢ estimada de

5011.87 ppmgg/mL).
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El error estandar se calcula utilizando aplicardsiguiente formula:

SE LCsp ='/(0.79 hR/n)

Donde h = promedio del intervalo entre las dosis483.70/2), R= rango,
Log LCso — Log LGs, obtenido a partir de los porcentajes de mortdlictantra
la dosis Fig. 13), n = numero de animales. Por lo tanto tenemoSEIhCsy =
0.0957

Este valor calculado para la tfnos indica el grado de dispersion
promedio entre los datos observados (muertes ysyieon respecto a los datos
estimados (muertes y vivos acumulados), mostramdgalor muy pequeino y

aceptable de error estandar de 0.096.

El 95 % del limite de confianza de la {g(puede ser obtenido con la

relacion:
Log LCsp % 2SE LCyp
O hién:
3.70 * 2(0.0957)

De acuerdo a lo anterior, la hierba del canceremtesuna letalidad
minima, mostrando una L& de 5011.87 ppm similar para compuestos
organicos como butanol o acetona con valores@gde 3000 ppm y 2100

ppm respectivamente los cuales son relativameRieo
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CAPITULO 7

Espectroscopia

7.1. Espectroscopia de los compuestog B,y Cs

El analisis espectroscopico se realizé Unicameata los compuestos,C
Cs y A, utilizando, para estos dos ultimos, una base tesdazara la posible
identificacion de los compuestos. Este analisimsestra en los espectros E2,
E3, E5y E6 (anexo I).

7.1.1. Espectroscopia del compuestg C
El compuesto €fue analizado como se observa en la siguiente:tabla

Infrarrojo (espectro E1)

Tabla XXV. Espectroscopia de IR del compuesto{L
Bandas [cm] Observaciones

3300y 3280 Banda fuerte de estiramiento para
alcoholes
2985.35y 2903 Banda multiple de estiramiento ath

1417.6 y 1300.39 Bandas para alcoholes primariosy
secundarios
1077.72 y 1045.81 Banda fuerte de estiramiento Gata




El espectro E1 fue comparado utilizando una bastatss y se obtuvo el

espectro E2 donde observamos una total coincideletiaompuesto £el que
corresponde manitol.

Espectrometria de masas (espectro E3)

Tabla XXVI. Espectometria de masas del compuestosC

Picos

CHO" m/z= 29, GH;0" m/z= 43, GHO," | Patron de fragmentacion correspondiente a

m/z= 57, GHsO," m/z= 61, GHsO," | alcoholes

m/z= 73 (Pico base), 850" m/z= 89,
C.H,05" m/z= 103, GH,O," m/z= 133.

Observaciones

En el espectro se observa un pico muy pequeio pgsédlemente

corresponda al ibn molecular m/z=182. Se obsemauien otros picos de muy

baja abundancia relativa y con valores m/z supegioal anterior que

posiblemente se deban a impurezas. El E3 enta pderior muestra datos que
arroja la base de datos que posee el equipo y godeimos encontrar una total

coincidencia con los picos y abundancias relathosgespondiente al compuesto
de nombremanitol.

Los datos arrojados por la espectroscopia de imofoay la espectrometria
de masas nos llevan a la siguiente estructura:

OH

OH

OH OH
(2R,3R,4R,5R)-hexan-1,2,3,4,5,6-hexaol
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Para complementar los datos espectroscopicoskearen las siguientes
determinaciones: apariencia fisica, punto de fugioromatografia en placa fina
contra un estandar de manitol encontrando losesiges valores: solido amorfo
de color blanco, punto de fusiéon 164-16€6y un Rf de 0.71. Por lo que no
gueda ninguna duda que la muestgac@responde manitol como se observa

en la siguiente tabla comparativa:

Tabla XXVII. Compuesto Cs y manitol
COMPUESTO SOLUBILIDAD P.F APARIENCIA Rf

[°C] FisiCA

H,0 acetona | hexano| CHGl | EtOH

Cs +H+++ - - - +++ 164-166 | Solido amorfo de 0.71
color blanco
manitol +H+++ - - - +++ 164 Soélido cristalino | 0.70
(estandar) de color blanco

Por su parte las pruebas de identificacion quimigas indican que es
positivo para azucares asi como en los extractteolos de hexano-acetona y

etanol.

Este azlUcar también se ha aislado de las espexipkigtas del género
Cupheacomo C. wrightii, C. epilobilofia y C. infundibuluntvega Avila, 2005).
Del mismo modo, en esta tesis comprobamos quatdgifuphea aequipetala

Cav. produce este tipo de metabolitos.



7.1.2. Espectroscopia del compuestq A

Infrarrojo (espectro E4)

Tabla XXVIII. Espectroscopia de IR del compuesto A

Bandas [cm'] Observaciones

2954.89 y 2854.95 Bandas de estiramiento fuerte @aH *

1377.55 Banda de flexion simétrica par& CHs)

1463.35 Banda de vibracién de flexion asimétricaraf
(Gas CHa)

1463.35 Vibraciones de flexién en el plano o scisgo
(65 CHy) *

1121.12 Banda de baja intensidad para CHsJCH

721.67 Banda de flexion en el plano o rocking GH,)

830.35 Banda de vibracion de estiramineto muy dgbil
para C-C

*Los hidrocarburos que contienen grupos metilo riraas en todos los
casos, dos bandas distintas en 2962 y 2872 Einprimero de estos resulta del
modo de estiramiento asimétrico en el cual dosceslaC-H se extienden
mientras el tercero se contrae),s(CHs). El segundo es el del estiramiento
simétrico ¢s CHs) en el cual los tres enlaces C-H se extiendengos&raen en
fase”. “Los estiramientos asimétricog,{CH,) ocurren respectivamente, cerca
de 2926 y 2853 cifi (R.M., 1991) Por lo que en la estructura tenemos metilos y
metilenos.

**E| Silverstein sefiald] 1465 cnf.

Haciendo uso de la base de datos, el espectro HR,d®s muestra la
similitud con compuestos de cadenas del tipo s@u@mMo son aceites de

motor o lubricantes.



Resonancia magnética nuclear

Se toma en consideracion los espectrog B (Protonica), E9 (Carbono)
y E10 (DEPT). En los tres espectros se ven unicemeesplazamientos
guimicos que corresponden a la region de alcamolsay total resolucion de las
sefales correspondientes ya que algunas son expieslcomo los CHy
algunas se encuentran sobrepuestas como le$€Ho que se ve mas claro en
el espectro de Hidrégeno ya que solo se alcanzantaes conjuntos de sefales;
las correspondientes a CH’s entre 1.451-1.709 f@pia,en 1.255 ppm y CH
entre 0.827-0.911 ppm y no es posible ver las plgitlades correspondientes.

En el caso de Carbono si hay un mayorendrde sefales las cuales se
asignan ayudandonos del espectro DEPT (Distorgsnlenhacement by
polarization transfer) en la que podemos obsemval primer espectro (de abajo
hacia arriba) todos los carbonos que tienen Hidragiedespués en el segundo
espectro los CH’s en el que se observan dos sefales tercer espectro los

CH, y en el cuarto los Citn el que se observan tres senales.
Se utiliz6 el programa ChemBioDraw Ultra 12.0 pashtenr una

aproximacion de los valores correspondientes asteuaura propuesta por

nosotros y encontramos los siguientes datos:
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Desplazamientos quimicos calculados de RMNpor el programa ChemBioDraw Ultra 12.0

0.88

0.96

2,5-dimetiltritriacontano

Desplazamientos quimicos (ppm) correspondientas sefiales del espectro RMIN mostrado en el

espectro E8 del anexo I.

0.88-0.91

0.88-0.91 1.25 125 125 125 125 125 125 125 125 125 125 125 125 125 0.88-091
0.88-0.91

2,5-dimetiltritriacontano

Desplazamientos quimicos calculados de RRON

23.2

21.0
2,5-dimetiltritriacontano

Desplazamientos quimicos (ppm) correspondientas sefiales del espectro RMIE mostrado en el

espectro E9 del anexo |.

374 3004 297 297 297 297

2,5-dimetiltritriacontano
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Se hace la aclaracion que se ensay0 para vanmastasis y la que mas se
acerca es para el 2,5-dimetiltritriacontano comiuetira propuesta para el
compuesto A Tal como se puede ver no hay una gran difereactee los

espectros calculados y los espectros reales dadatra.

Espectrometria de masas

A pesar de mostrar un ion molecular de m/z 498,(E€)considera una
masa molecular de 492.946 g/mokdd;,). Como es sabido, el peso molecular
para los alcanos puede no aparecer debido a gueetsidad del ibn molecular
disminuye al aumentar la longitud de la cadenal@gue el M" no se observa

en moléculas muy grandes.

Con respecto a la fragmentacion, en la mayor paetdos casos, se
producen rupturas de enlaces sencillos en los &awdC ramificados ya que
son los sitios que daran como resultado los fragwmserargados mas estables y
la carga positiva permanece en el atomo de C readibi 0 puede ser producto
de transposiciones. Las series idnicas muestrars monsecutivos de la serie
CiHons1 (M/z 29, 43, 57,71,...), acompafados por picos samensos de las
series GH,,. (m/z 27, 41, 55, 69,...) y 8., (m/z 28, 42, 56, 70,...)
correspondiente al patron de fragmentacion delt@mas(Pretsch, 200R

91



Al realizar el analisis del patron de fragmentacida la molécula
propuesta se observan algunos de los fragmentdasdseries mencionadas

anteriormente como se observa a continuacion:

fiz= 99
fiz= 5

CHy
fmiz= 43
Hhl CHy

2,5-dimetiltritriacontano
CsH;" m/z 43, GHy" m/z 57 correspondiente al idbn moleculagHG™ m/z 71,
C7H15+ m/z 99, QH17+ m/z 113.

7.1.3. Espectroscopia del compuestg C
Como se menciond en la parte IV capitulo 4, exastposibilidad de la
existencia de 2 alcaloides en la hierba del cangkesolido obtenido, se le

realizé un analisis espectroscopico.

Infrarrojo (espectro E11)

Tabla XXIX. Espectroscopia de IR para el copuesto G

Bandas [cm'] Observaciones
3600-3400 Bandas para alcoholes
3006.87-2800 Bandas para C-H
2119.08 Bandas para compuestos aromatjcos




El espectro E12 de masas nos muestra un ién niafecon una m/z=
161 y un pico base de 58. Se puede atribuir laepmes de compuestos
aromaticos debido a fragmentos con valores de ma/ZZ71t81 tomando en

consideracion la masa del benceno.

La RMN de'H del espectro E13, se observan sefiales con valer@ss
en la region de compuestos aromaticos, asi tamimé@nsefial en 3.14 para

metoxilos.

En el espectro E14 déC, se observan sefiales en el rango de 120-140
para compuestos aromaticos, asi como una sefiaB.dé85para un posible

metoxilo.

Estos resultados son de suma importancia parautaefinvestigacion

gue nos lleve a la elucidacion de las estructunasigas de los alcaloides.
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Se llevo a cabo el estudio fitoquimico de la hiedsh cancer Quphea
aequipetala Cav,)contribuyendo asi al estudio de plantas mediemde uso

tradicional en México.

La investigacion bibliogréafica recopilada sobreniarba del cancer muestra
gue en la mayoria de los casos se utiliza en pradale disenteria, infecciones,
heridas, granos, etc., aunque la mayor atenciorsegle ha dado a esta planta es
porque en la medicina tradicional mexicana se denai que es utl en
padecimientos de “cancer” en el Distrito FederataBo de México, Veracruz,

Michoacan y Morelos principalmente.

Se logré probar la metodologia desarrollada detosesos de extraccion y
separacion para la caracterizacion de tres de ksbwolitos presentes en la
planta. Aunque encontramos una gran cantidad d@uwestos en este analisis
preliminar consideramos adecuado enfocarnos autadakion del manitol y la
estructura propuesta para el 2,5-dimetiltritriae@ont porque nos parecieron mas
interesantes y teniamos las herramientas adecymaassu estudio como la
espectroscopia, base de datos y el uso del progchsraBioDraw Ultra 12.0 de
'H y 3C para la elucidacién de este Gltimo compuesto. mismo, se logré

estructurar la metodologia para la obtencion gm#ble mezcla de alcaloides.

Se determind la concentracion letal media cronic@sd) utilizando el
crustaceoArtemia salinalLeach para el extracto etanolico.De acuerdo a lo
anterior, la hierba del cancer presenta letalidad minima lo que hace pensar

gue los compuestos aislados en esa fraccion nes&qtian toxicidad.
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Consideramos que la hierba del cancer es una phaetiicinal muy
interesante y de amplio uso en la Republica Medcague el presente trabajo

tan solo es una aproximacion al conocimiento ae ell

De esta tesis se pueden derivar multiples trabajos, nos permitan

conocer perfectamente la composicion fitoquimicéadeerba del cancer como:

> Continuar con el estudio de los extractos de asdl

> ldentificar plenamente los alcaloides presentessés planta.

> Estudiar cada una de las diferentes fraccionesejadtuvieron.

> Continuar con el estudio de los extractos de tajloBojas (hexano-
acetona, acetona, etanol).

> Iniciar el estudio de las hojas y el tallo por safa.

> Estudiar los extractos obtenidos de la raiz.

> Realizar el estudio de actividad biolégica parasetos de flores y raiz.

» Continuar con el estudio de actividad biologicaaplrs extractos de

hexano, hexano-acetona, acetona.
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ANEXO |

Equipos e instrumentos utilizados

Para el andlisis de los alcaloides, manitol y é&-dinetiltritriacontano se
utilizaron los siguientes equipos de espectroscopia
» Equipo de resonancia magnética nuclear (RMN) msiar@an, modelo
Mercury 200 a 2000 MHz para los espectros de RMN@e'H.
» Equipo FTIR Spectrum One Perkin Elmer para los @spg de infrarrojo
los cuales se leyeron en pastillas de KBr.
e Equipo Hp 5973 MSD para los espectros de cromdiagoe gases-

masas por insercion directa.

La determinacion del punto de fusion no corregido Ids solidos
obtenidos se realizé en un Fisher Johns marcadtiStientific, modelo Fisher
Johns Melting Point Apparatus. El indice de refi@tcse realizd en un
refractometro Abbe 2WAJ con precision de + 0.00&. densidad obtenida
durante la preparacion del medio marino artifiaiilizando sal marina se
determind con el uso de un hidrometro flotador mabalimeter Aquamedic,
con rango de medida entre 1.018 a 1.028 y exactitud 0.00025. Para el
revelado de las placas cromatograficas se utili@dlampara ultravioleta UVSL
25.

Espectros

Los espectros realizados al alcaloide(s), manigplyI 2,5-dimetiltritriacotano
(A1) se muestran a continuacion:
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E1l. Espectro de IR del compuesto £

LU.8

90 |

80

70 | |
%T 1417.61281.05
3280.13 10
60 _|
50 693.09
1077.73
39.01
1 L T T 1
4000.0 3000 2000 1500 1000 650.0
cm-1
MAC CS.pk

MACC5~1.SP 3351 4000.00 650.00 38.98 100.77 4.00 %T 4 1.50

REF 4000 100.41 2000 97.89 600

3386.99 76.41 3280.13 68.86 2985.35 90.72 2971.01 88.17 2949.84 89.04
2903.41 87.84 1417.61 72.95 1300.39 79.97 1281.05 71.88 1260.15 78.04
1209.26 84.76 1077.72 43.26 1045.81 69.67 1018.02 38.98 959.07 85.29
929.52 76.75 879.01 6124 863.90 67.79 784.43 74.76 693.09 55.16
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E2. Espectro de IR del compuesto £3-) y manitol (--)

003
90 |
80

70

%T

cm-1

MAC C5.sp/ Spectrum.Ist Euclidean Search Hit List

0.855 OR0660 OR0660.DX MANNITOL

0.743 IC044A MANNITOL -REF:IDDA-

0.723 TD2495 TD2505.DX MANNITOL NUJOL NACL; FLUKA AG LOT 240
0.713 TD1006 TD1011.DX HEROIN HCL + MANNITOL (1:1); NUJOL NACL
0.677 TD2725 TD2739.DX EPHEDRINE HCL + MANNITOL NUJOL; NACL
0.619 TD0688 TD0691.DX XYLOSE + FRUCTOSE + MANNITOL; (1:1:1) NU
0.609 PA0556 PA0564.DX FERRO STABILIZER 765 A

0.596 TD0622 TD0625.DX MANNITE CONOSCENTINUJOL NACL;

0.569 VP5084 VP5087.DX BIS-2-CHLOROETHYL-2-CHLOROETHYLPHOSI
0.560 TD2620 TD2634.DX COCAINE HCL:MANNITOL (1:1) NUJOL; NACL
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E3. Espectro de masas del compuestg C

File : C:\HPCHEM\1\DATA\CS.D

Operator i TM

Acquired : 2 Jan 2008 13:19 using AcgMethod MADG 01
Instrument : GC/MS Ins

Sample Name:

Misc Info

Vial Number: 1

Abundance Scan 1267 (6.994 min): C5.D

8000

7000 103

6000

5000

4000 43

3000

2000 133

1000

|
§\| i ‘,‘L M I J'(“ 149 168182 199213 236 256702684 303 325330353 368382306410 429 445 480

0 Tr P T PR ey AR AR AR DA (AR BE T T R A
mfz-->» 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480
Abundance #66040: D-Mannitol $8 Mannitol, D- $$ Cordycepic acid $3 D-

9000
8000
7000
103
6000
5000
4000

43
3000

7l 133

oL 4 || |

T T T T L L DAL R REERNEARES

niz-—-» 20 40 60 BO 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 36{) 380 400 420 440 460 480



E4. Espectro de IR del compuesto A

100.0 __

%T

90

80 |

70 |

60 |

50

40 |

30 |

20 |

10.0

4000.0

\ |

p £
| \ ;“u| [~ 1L
1733.05 BRI

| /
|
‘| |

|||1377.55
|

1463.35

28

5'1‘= 95
|
I

295&l'39
T

Irr\,-u--/_ ___—__—_\."H_w‘\., . N o ol

= ey
= o \

83

i

035

T21.67

3000 2000 1500

cm-|

MAC F-21.pk

1000

MACF-2~1.SP 3551 4000.00 450.00 10.00 100.00 4.00 %T 1 1.50

REF 4000 99.93 2000 87.19 600

450.0

2954.89 19.64 2924.91 9.99 2854.95 22.02 1733.05 83.73 1463.35 50.87

1377.55 65.82 1121.12 85.52 830.35 88.71 721.67 87.59

10z



E5. Espectro de IR del compuesto A(-) y de diferentes compuestos (--)

%T

30

—r

20

10.0 -

4000.0 3000 2000 1500 1000 450.0
cm-1

MAC F-21.sp/ Spectrum.Ist Euclidean Search Hit List

0.992 TD0547 TD0549.DX SHELL X-100 10W30 MOTOR OIL; FILM NACL
0.989 LU255A SHELL TELLUS LUBRICANT

0.987 LU260A MOBIL GEAR OIL

0.986 LU259A IRONSIDES TEH/EP2 LUBRICANT

0.985 LU247B LUBRICANT ADDITIVE, ENGINE SEALANT

0.984 LU258A GULF HARMONY HYDRAULIC OIL

0.983 PA0125 PA0125.DX NAPHTHENIC BASE OIL

0.983 LU236A GEAR OIL, HYPOID TYPE SAE 80W/90

0.983 LU261A SPARTAN GEAR OIL

0.982 PA0126 PA0126.DX AROMATIC BASE OIL
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E6. Espectro de masas del compuestq A

Library Searched : C:\DATABASE\WILEY275.L
Quality : 76
ID : 14- .BETA.-H-PREGNA $$ 14-.BETA.-PREGNA $5 14B-PREGNANE

Abundance Scan 1049 (5.804 min): F21.0

9000 o7
8000
7000
6000
5000

4000

3000

2000 ' 151
4 179
1000{ . !
28 | 25 249 ;
i h | J\ U T‘ b & 3873‘5 3551 il 446 469 498
i TS i AR TR TV ” 'II' “h‘ IIIIIIIIIII | |‘ III“I I||||.|
w2 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320340360 380 400 420 440 460 480 500 520 540 560 580 600
Abundance #169068; 14- BETA.-H-PREGNA 35 14- BETA.-PREGNA $§ 14B-PREGN
i

9000
8000
7000
6000 a7

5000

4000

3000 125

2000

148
1000

r? 193 2! 3 51057
g Il 35253 8308 334 YT 58
0 -'|wl~”| 118 O ll\h H\ Wy I||H||\. ol |h\l.|| o 08 g4 430 g6 dge SO

L AR | ""I TTTTITT 7T AR EEERE LEE RN RN

Mg~ 20 40 60 80 100 120 140 160 1&0 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500 520 540 560 580 GGD
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Cuphea al 16Mayo2008

Pulse Sequence: s2pul

Solvent: CDC13
Ambient temperature
Mercury-200 '“Mercury200"

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 40.0 degrees

Acq. time 1.994 sec

Width 3000.3 Hz

64 repetitions
OBSERVE H1, 199.9750830 MHz
DATA PROCESSING
FT size 65536
Total time 3 min, 28 sec

E7. Espectro de RMN de'H del compuesto A

1.255

0.828

0.000




E8. Espectro de RMN de'H del compuesto A

A-1 Cuphea CDCL3 4Junioz007?

Pulse Sequence: s2pul

Solvent: CDC13
Ambient temperature
Mercury-200 “Mercuryzoo"

0.880

g T =
Relax. delay 1.000usfcey
Pulse 40.0 degrees. -
AcCq. time 1.994 sec) 7~
Width 3000.3 Hz
32 repetitions
OBSERVE H1, 139.9750816/|8Hz
DATA PROCESSING
FT size 32768
Total time 1 min, 44 sec

1.514

=3
o
-
-

1.471
1.451

o
1.255
0.850

0.827

1.581
0.911

1.708
1.661
0.962
0.960

1.75 1.60 ppm 1.32 ppm 1.00 0.92 0.84 ppm

S

R e o e i i e B R e e e e e e B B R T e e e e G U 0 O LR VB TRLBEEL OO 6 6 JRLFRILEL B LGS (R ELER B L (R ) O L A ST B L SR L GRS

24 22 2.0 38 1.6 1.4 1.2 1.0 0.3 0.6 0.4 0.2 ppm



E9. Espectro de RMN dé*C del compuesto A

Al 16 mayoz2008

Pulse Sequence: s2pul

Solvent: CDC13
Ambient temperature
Mercury-200 “Mercury200"

Relax. delay 0.800 sec
Pulse 50.5 degrees

Acgqg. time 0.200 sec
Width 12437 .8 Hz

50000 repetitions
OBSERVE C13, 50.2837737
DECOUPLE H1, 199.9760736
Power 40 dB

continuously on

WALTZ-16 modulated
DATA PROCESSING

Line broadening 3.0 Hz
FT size 16384
Total time 14 hr, 33 min,

MHZ
MHZ

8 sec

42.548

31.950
28.746

\27.985
‘\_
-
\¥ .757
\\ \__26.485
\\\__zs.m
. \—24.824
\_ 24.492
\jS.naa
22.711
14.135

27.118

27.451
26

30.742
50.048
\28.414
28,598

37.415
37.113
35.986
35.362
34.849
34,426
33.460
33.067
2.765
32.312
21.593
20.144
19.721

3

—

40.193
39.408
39.076
19.238
14.437

11,418
0.004

40 30 20 10 1]



E10. Espectro DEPT del compuesto A

Al 16 mayc2008

Pulse Sequence: DEPT

Solvent: CDC13
Ambient temperature
Mercury-200 "Hercyryeﬂn"

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 90.0 degrees
Acq. time 0.200 sec

ons
OBSERVE C13, 50.2837737 MHz
DECOUPLE H1, 139.9760736 MHZ

dB
acquisition

on during

WALTZ-16 modulated

DATA PROCESSING

Line broadening 5.0 Hz

FT size 16384

Total time 4 hr, 11 min, S0 sec

20 15 ppm



E11. Espectro de IR del alcaloide(s)

100.0 _
0 "-_\//ll f \ N Ly I /\ W‘M “wm"'\ﬁ-.
o IR AT s N A N
3739.87 (il [ 247726 \A f 21!33,6751\ BAL6 52055
80 | ! | H ( 2119.08 1729.98 ‘| | lZl 261 | 17374
N NS iy
70 || 3006.87 |ﬂf$?.91] | # ¥
3026.77 l [ 4 | ol $62.43
60 | ‘ |P2922.§88 1637.62 | '“\ | H | ‘|"|| # |
\ / 288259 166183 | | |ﬂ| | l | |‘| «#ﬁ 10
%T s | - 1597.59 IH lllql 1”03{*|||‘ ‘
| ! IO.IL ' "||
40 \ f 1370.14 1.4
o ‘ 135746 ‘ 1
30 | I 1|
| f u mis 21|
\ _ .
20 \ | 1479.50 | 95580
\u'll 1079.97
lO‘O T T T T ™
4000.0 3000 2000 1500 1000 450.0
cm-1
MAC C3.pk

MACC3~1.SP 3551 4000.00 450.00 10.00 100.00 4.00 %T 1 1.50

REF 4000 94.66 2000 90.83 600

3739.87 91.19
2882.59 75.29
1637.62 66.66
1370.14 49.02
1130.45 52.03

3339.56 9.99 3026.77 70.45 3006.87 74.88 2922.88 73.35
2477.26 90.32 2119.08 86.10 1729.98 84.31 1661.82 63.39
1597.59 65.75 1557.90 73.58 1479.50 24.94 1410.18 50.93
1357.46 44.08 1282.61 86.18 1233.67 90.17 1212.29 90.65
1079.97 20.58 1055.21 30.87 1011.42 4591 955.80 13.43

896.10 60.61 862.43 70.13 804.16 89.88 773.74 91.65 616.73 93.14

520.55 94.68
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E12. Espectro de masas del alcaloide(s)

File : C:\HPCHEM\1\DATA\JUARISTI\JUARIST7.D
Operator : Erika

Acquired : 12 Mar 109 9:47 am using AcgMethod DIP
Instrument : 5989 - In

Sample Name: C3
Misc Info : DIP 20 eV
Vial Number: 1

Abundance Average of 3.840 to 3.882 min.: JUARIST7.D
1 |~
1100000 - -

1000000 1

800000

800000 -

700000 -

600000 +

500000

400000 4

300000 -

|
200000 -
] 44

50

100000l
j 89

| l. 8L | 97 105111 121 1835 149 1361

T

0 Lttt bl 2

m/z~-> 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160

111



E13. Espectro de RMN déH del alcaloide(s)

Cuphea C3 17Mayo2008

Pulse Sequence: sZpul

b o o o bod
Solvent: DMSO 3 g 2T 35
Ambient temperature 3 1
Mercury-200 “Mercury200" o) ki = T
gl) L
= |

Relax. delay 1.000 Sec
Pulse 40.0 degrees —
Acg. time 1.994 sec @
Width 3000.3 Hz ~
64 repetitions L

OBSERVE H1, 189.9760278 MHz

7.540

- 7.468

DATA PROCESSING

FT size 131072
Total time 3 min, 28 skc |
|

2.371

2.133

2
R
=1 g i
o w0 “g; = @
=T R 1 IEEIT
G = =8
%
e i~
L‘ , *
| i |
| ‘
J /\ I L b
\ | . F L
ﬂTFTrrﬂTITWmTH‘rrrrrrrrrrrrTrrrrTrmT IRREBRER! |\||\|||\||\||i||‘u|\||w||‘|||w||ulpru]lw||‘||.r||||||||| __WWWHIFW F “f"'fﬁTmTrr‘lT’Tﬂ:anl’\'m‘FTﬂr
7.9 7.6 ppm ppm 4.0 3.8 3.6 3.4 3.2 ppm 2.40 ppm ppm 1.5 1.1 ppm

e, S TN S

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T

t
9 8 7 6 ] a 3 2 1 0 ppm

e, T Bt
1.00 i0.10 1,319 4.58 0.15 0.37 2.28
1.14 0.29 8.13 0.4s5 0.87 0.47 0.7%



E14. Espectro de RMN de'*C del alcaloide(s)

€3 17Mayo2008

Pulse Seguence:
Solvent: DMSO
Ambient temperature

Mercury-z00 "Mercuryz00"

s2pul

Relax. delay 0.800 sec

Pulse 50.5 degrees

Acq. time 0.200 sec

Width 12437.8 Hz

77312 repetitions
OBSERVE C13, 50.2840353 MHZ
DECOUPLE H1L, 189.9770235 MHz
Power 40 dBb

continuousiy on

WALTZ-16 modulated

paTA PROCESSING

Line broadening 5.0 Hz

FT size 16384
Total time 29 hr,

6 min, 15 sec

. _-120.267

O\ 128.603

~132.861
—130.868

1

342

167

|

s 1AZ DG

g sy

96.507

st Y P

31511
29,808
29.023
24.946
23.225

53.118
—51.819

/

50.159

55,050

69.785
22.108
21.172

\ .

L |

} \\
|

QL W g

LI 250 i B o e o

200

LIBLAN I T

180

5L LA B S b L

160 140’

e V[T S0 L
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ANEXO Il

Glosario

BSLT: brine shrimp lethality test (Prueba de toxicighada laArtemiasalina)
CCF: cromatografia en capa fina

CGM: cromatografia de gases-masas

D1, Dy, D3, Dy, Ds, De, Dy, Dg: desecho 1,2,3,4,5,6,7y 8
ECEH: Escherichia colEnterohemorragica

EDso : dosis efectiva media

IR : infrarrojo

LCso. concentracion letal media crénica

LD 5o dosis letal media

MIC : concentracion minima inhibitoria

MT : medicina tradicional

MTM : medicina tradicional mexicana

pp: precipitado

RMN *3C: resonancia magnética nuclear de Carbbno

RMN *H: resonancia magnética nuclear de Hidrégeno



ANEXO Il

Preparacion de reactivos

Reactivo de &cido silicotungsticol2 g de acido se aforan con agua a 100
mL.

Reactivo de agua de bromosolucion saturada de bromo.

Reactivo de benedict17.3 g de citrato de sodio mas 10 g de carbonato
de sodio anhidro, se mezclan con 60 mL de agudatksstLa mezcla se
aflade lentamente y con agitacion a una mezclanacgareviamente con
1.73 g de sulfato de cobre pentahidratado y 15 enaglia. Se afora a 100
mL.

Reactivo de drangendorff disolver 8 g de nitrato de bismuto
pentahidratado en 20 mL de &c. nitrico al 30 % ¥ 2y de yoduro de
potasio en 50 mL de agua. Se mezclan las dos enkgiy se dejan
reposar 24 horas. Se decanta la solucion y se afbd@ mL con agua.
Reactivo de fehling sol. “A”: 3.5 g de sulfato de cobre pentahidratze
aforan a 50 mL Sol. “B”: 17.5 g de tartrato de soglipotasio mas 5 g de
hidroxido de sodio se aforan a 50 mL.

Reactivo de FeC!: disolver 1.25 g de FegCén 25 mL de agua y aforar a
50 mL con etanol.

Reactivo de gelatinal g de gelatina pura se hidrata con 100 mL da.agu
Reactivo de grignard Aforar 1 g de carbonato de calcio y 100 mg de ac.
picrico a 100 mL.

Reactivo de hagersol. saturada de ac. picrico en agua.
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Reactivode mayer. disolver 1.36 g de bicloruro de mercurio en 60 aelL
agua y 5 g de yoduro de potasio en 10 mL de agraneéxclan las dos
soluciones y se aforan a 100 mL.

Reactivo de rosenthalerdiluir 1 g de vainillina en 100 mL de etanol
Reactivo de wagner disolver 1.27 g de yodo resublimado y 2 g de
yoduro de potasio en 20 mL de agua; aforar a 10@onLagua destilada.
Reactivo de reineckato Disolver 1 g de reineckato de amonio en 100 mL

de agua durante 12 horas en la obscuridad.

11¢



(il




A.Graham, S., Hirsinger, F. and Rdbbelen, G. (19&Btty acids of
Cuphea (Lythracea¢@ seed lipids and their systematic significance.
American Journal of Botany, 68 (7), 909-911.

Alcalde, J.[et.al.]. (2002). Retrato intimo de HE&ernativas mas usadas.
La gran familia, el herbolario quimicbluy interesantg(3), 16-20.
Argueta Villamar, A. [et.al.]. Hierba del cancéitlas de las plantas de la
medicina tradicional mexicana. Tomo IMéxico: Instituto Nacional
Indigenista.

Barba Chavez, J.M. (1997). Analisis fitoquimicolpnenar. Introduccion

al andlisis de los productos naturales. Laboratore fitoquimica.
México: Universidad Autonoma Metropolitana.

Berkov, S. (2001). Size and alkaloid content ofdsae induced
autotetraploids oDatura innoxia, Datura stramonium and Hyoscyamus
niger. Pharmaceutical Biology, 39 (5), 329-331.

Bruneton, J. 1991. Alcaloides, drogas con flavoesjddrogas con
taninos, triterpenos y esteroide&lementos de fitoquimica y de
farmacognosiaEspafia: Acribia, S.A.

Emes Boronda, M. [et.al.]. (1994). Hierba del canédora medicinal
indigena de México, TomoMexico: Instituto Nacional Indigenista.
Kuklinski, C. (2000). SaponinaBarmacognosia. Estudio de las drogas y
sustancias medicamentosas de origen natufabpania: Ediciones
Omega,S.A.

M. Colegate, S. and J. Molyneux, R. (1993). Toyid¢#sting using the
brine shrimp: Artemia salina Bioactive natural products. Detection,
isolation and structural determinatioblSA: CRC Press.

Maldoni, B. (1991). Alcaloids: isolation and pucgition. Journal of
Chemical Education, 68 (8), 700-703.

11¢€



Marquez Alonso, C. [et.al.]. (1999). Hierba del @&n Plantas
medicinales de México Il. Composicion, usos y @&dW biologica.
México: UNAM.

Martinez, M. (1979). Hierba del cancé@atadlogo de nombres vulgares y
cientificos de plantas mexicandgexico: Fondo de cultura econdémica.
Mata Essayag, R. (2000). Curso tedrico de farmamsign2a. version.
México: UNAM.

Mendoza Castelan, G. [et.al.]. (1999). Cuadro resurNo. 1. Plantas
medicinales que se comercializan en fresco en etade de Sonora,
D.F., ordenadas por nombre com@atalogo y usos terapéuticos de
plantas medicinales que se comercializan en frestcel mercado de
Sonora.México: Universidad Nacional Autonoma Chapingo.

Morales Delgado, M.A. [et.al.]. (1989). Terpenoscaloides.Manual de
practicas de laboratorio. Productos Naturales QREERepto. de Ingenieria
y Tecnologia. Tecnologia Farmacéutitééxico: FESC-UNAM.

Practica 4. Cromatografia de intercambio ionManual de practicas de
laboratorio de analisis V. (Q e 1Q36-37, México: FESC UNAM.
Pretsch, E. [et.al.]. (2002). Espectrometria de amaBeterminacion
estructural de compuestos organic&spafna: Masson, S.A.

R. M., S. and Bassler G., C. (1991). Spectromettantification of
organic compounds. John Wiley & Sons, Inc.

Roath, W.W., Widrlechner, M.P., Kleiman R. Varidlyilin Cuphea
viscosissimaacq. collected in east-central United Statesudtichl Crops
and Products an international Journal, 3, 217-223.

Sakagami, Y. [et.al.]. (2001). Inhibitory effect qflant extracts on
production of verotoxin by enterohemorrhagischerichia collO157:H7.
Journal of Health Science, 47 (5), 473-475.




Sanabria Galindo, A., Isabel Lopez, S. y GualdRrEstudio fitoquimico

preliminar y letalidad sobréArtemia salinade plantas colombianas.

Revista colombiana de ciencias quimicas farmaasyt6, 15-19.

Scior, T. (2007). La planta medicinal: ¢Una auténglanta quimica?.
Parte I. Informacéutico, 14 (6), 18-24.

Tapia, U. (1988). Hierba del canc&uphea aequipetala CgvCura por
las plantas medicinale$léxico: Editores mexicanos unidos.

Valencia Ortiz, C. (1995). Carbohidratos, glicésidoianogenéticos,
glicésidos cardiotonicos:undamentos de fitoquimicléxico: Trillas.
Vega Avila, E. [et.al.]. (2004). Citotoxic activigf Cuphea aequipetala.
Proc. West. Pharmacol. Soc, 47, 129-133.

Vega Avila, E. (2005). Actividad bioldgica de logtabolitos secundarios
presentes en las fracciones con actividad cito#oxiesis doctoral en
ciencias biolégicas: Estudio de Cuphea aequipet@lav. sobre la

proliferacion in vitro de células humanas transfalas México: UAM

12C



	Portada

	Índice General

	Resumen

	Parte I. Introducción 

	Capítulo 1. Introducción 
	Capítulo 2. Justificación

	Capítulo 3. Objetivos

	Parte II. Fundamentos Teóricos

	Capítulo 1. La Medicina Tradicional Mexicana (MTM)

	Capítulo 2. La Familia Lythraceae

	Capítulo 3. El Género Cuphea

	Capítulo 4. Hierba del Cancer (Cuphea Aequipetala Cav.) 

	Capítulo 5. Estudio de Compuestos Bioactivos Utilizando Artemia Salina Leach (Brine Shrimp)

	Parte III. Metodología

	Capítulo 1. Recolección y Secado

	Capítulo 2. Extracción y Concentración

	Capítulo 3. Análisis Fitoquímico Preliminar

	Capítulo 4. Separación

	Capítulo 5. Obtención e Identificación de los Alcaloides de la Hierba del Cáncer 
	Capítulo 6. Actividad Biológica

	Parte IV Resultados

	Capítulo 1. Estudio Fitoquímico Preliminar

	Capítulo 2. Separación

	Capítulo 3. Separación en Columna Cromatográfica

	Capítulo 4. Obtención de Alcaloides
	Capítulo 5. Caracterización

	Capítulo 6. Actividad Biológica

	Capítulo 7. Espectroscopía

	Parte V. Conclusiones

	Parte VI. Prospectivas

	Parte VII. Anexos 
	Parte VIII. Referencias


