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1. ANTECEDENTES.

1.1. Compuestos orgéanicos volatiles de las plantas.

Los compuestos organicos volatiles (COV) presentes en las plantas, son en
general, metabolitos secundarios predominantemente de tipo mono Yy
sesquiterpenoides y en algunos casos, compuestos aromaticos derivados del
fenilpropano (ejem.: vainillina, eugenol) (Bruneton, 2001). Si bien todas las plantas
intercambian volatiles no organicos (CO,, 0O;) durante la fotosintesis o la
respiracion, la mayoria de ellas también pueden liberar COV a partir de diferentes
organos, tales como flores, frutos y hojas (contenidos en glandulas, conductos o
sacos), que transportados por difusion a través del aire, realizan numerosas
funciones ecoldgicas y ambientales, como son: contribuir a la formacién de ozono
y generar aerosoles organicos secundarios en presencia de contaminantes
antropogénicos, lo que reduce el impacto en el ambiente de estos ultimos (Salvito,
et al., 2004). También, algunos terpenoides influyen en los niveles de radicales
hidroxilo atmosféricos y en la permanencia atmosférica del metano, un gas de
efecto invernadero importante (Tholl, et al., 2006). Desde un punto de vista
ecologico, se sabe también que actuan como “semioquimicos”, “infoquimicos” y
“feromonas” (Herrmann, 2010). Finalmente, la liberacion de COV de algunas
plantas lesionadas, no solo afecta a los herbivoros o patégenos que la dafiaron,
sino también puede ser una sefial de alarma para las plantas vecinas y
desencadenar en ellas respuestas de defensa (Salvito, et al., 2004).

Con el desarrollo de la destilacién, se hizo posible separar del material
botanico estas sustancias o sus mezclas, permitiendo la obtencion de los aceites
esenciales (también llamados esencias o0 aceites volatiles) los cuales son
productos de composicion generalmente muy compleja, extraidos principalmente
de plantas aromaticas (la mayoria de ellas pertenecientes a las familias
Asteraceae, Lamiaceae y Apiaceae) y que pueden contener no solo COV sino
también compuestos de degradacion originados por los diferentes procesos de
obtencion de los aceites (ejem.: chamazuleno) (Hisnu y Ozek, 2013).

Para la obtencion de las esencias se recomienda principalmente el uso de

la técnica por arrastre en vapor de agua (en especial la hidrodestilacion) (FHEUM,
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2013; USP 35, 2012; EP, 2007), aunque también es posible obtenerlos por
expresion, la cual se aplica principalmente en el caso de los epicarpios de citricos.

Por lo que respecta a los usos que las esencias han recibido a lo largo de
su historia, estos son amplios y variados. La primera y mas rentable de sus
aplicaciones fue el uso como perfumes o fragancias. Incluso en la actualidad es
conocida su importancia en la industria perfumera y cosmética en su intento de
encontrar nuevas fragancias secretas y dificiles de imitar que alcanzan altos
precios en el mercado. En el caso de la industria alimenticia, su uso se ha
extendido debido a la gran preocupacion que rodea el uso de aditivos sintéticos
potencialmente dafiinos. Ademés, a lo largo de la historia, se ha puesto de
manifiesto las propiedades farmacologicas de los aceites esenciales, como
agentes  antimicrobianos, antivirales, antinociceptivos, antiinflamatorios,
antioxidantes, anticancerigenos, repelentes de insectos, molusquicidas,
antialérgicos (Amorati, et al., 2013; Nizar, et al., 2013; Adorjan y Buchbauer,
2010), lo que ha incrementado su uso en algunos campos relacionados con la
salud como son la fitoterapia y la aromaterapia.

En cuanto al control de calidad de los aceites esenciales, la determinacion
de su composicion en las materias primas es util para validar la identidad de
algunos componentes botanicos, de ahi la importancia de establecer su
composicién y discriminar entre sus contaminantes. Asi mismo, la cantidad de
aceite volatil presente en ciertos productos botanicos es un marcador también de
la calidad de la materia prima (Rubiolo, et al., 2010; Bicchi, et al., 2008; Salgueiro
et al., 2009; Heng, et al., 2013).

Existen diferentes técnicas analiticas utilizadas para determinacién de la
identidad y caracterizacion de los componentes presentes en los aceites
esenciales como son, las cromatograficas, espectroscépicas y espectrométricas.
Las técnicas cromatogréaficas permiten identificar a los componentes, mientras que
las espectrométricas y espectroscopicas son las mas apropiadas para la
caracterizacion de los mismos. El problema de estas ultimas es que precisa de
componentes aislados y puros por lo que, en general, se emplean acopladas con
otras técnicas de separacion. La técnica cromatografica mas importante para el

analisis de las esencias es la cromatografia de gases (CG), acoplada a un
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detector de ionizacion flama (CG-DF) o a un espectrometro de masas (CG-EM)
(Franz, 2010; ISO-1709 e ISO-22972).

A partir de la aplicaciéon de la CG-EM o CG-DF se puede determinar la
abundancia de los componentes en funcion de su porcentaje relativo, su
porcentaje normalizado a un estandar interno de abundancia y/o realizar una
cuantificacion verdadera de uno o mas componentes mediante un método
validado (Rubiolo, et al., 2008).

1.2. Generalidades de la diabetes.

Segun datos de la organizacibn mundial de la salud, existen en la
actualidad 437 millones de personas con diabetes y de acuerdo con la Federacién
Internacional de la Diabetes (IDF, por sus siglas en inglés), en 2011 murieron 4.8
millones de personas a consecuencia de la diabetes, que gastaron 471 billones de
dolares en atenciéon médica y la mitad, tenia menos de 60 afios de edad (IDF,
2013). Por su parte, la OPS (Organizacion Panamericana de la Salud) y la OMS
han sefialado que esta enfermedad se encuentra entre las principales causas de
muerte y discapacidad en Latinoamérica (OPS, 2012; OMS, 2012).

Por lo que respecta a nuestro pais, en 2011 de cada 100 mil personas que
murieron, 70 fallecieron por diabetes; actualmente, las tasas de mortalidad mas
altas se ubican en el Distrito Federal (99.6 de cada 100 mil personas), seguido de
Veracruz (84.3 de cada 100 mil) y Puebla (81.6 muertes) (ENSANUT, 2012).

La diabetes mellitus se presenta cuando el pancreas no produce insulina, o
bien, la que se produce no es utilizada de manera eficiente por el organismo. La
insulina regula la entrada de glucosa en las células para su transformacion en
energia. Cuando falta la insulina, la glucosa se acumula en la sangre, con lo que
se incrementa la concentracién sanguinea de glucosa. En los casos en los que la
diabetes no es controlada se genera un estado de hiperglucemia que con el
tiempo dafia gravemente muchos 6érganos y sistemas especialmente el nervioso y
cardiovascular (OMS, 2012; Stolar, 2010; Surya, et. al., 2014).

Actualmente se reconoce que existen varias clases de diabetes, sin
embargo, las mas importantes son las de tipo 1 y 2. La primera es conocida como

insulinodependiente, juvenil o de inicio de la infancia, la cual se caracteriza por
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una produccion deficiente de insulina y requiere la administracion diaria de la
hormona. La diabetes tipo 2 (DMT2), llamada también no insulinodependiente o de
inicio en la edad adulta surge de una utilizacién ineficiente de la insulina (OMS,
2012).

Para el tratamiento de esta enfermedad se utilizan diferentes antidiabéticos orales
(Martinez-Castelao, et al., 2012) los cuales se clasifican en:

-Farmacos secretagogos de insulina: sulfonilureas, meglitinidas, inhibidores de

dipeptidil-peptidasa 4 (iDPP4).

-Farmacos que estimulan la accién periférica de la insulina: metformina,

pioglitazona.

-Farmacos que inhiben las enzimas a-glucosidasas a nivel intestinal (retrasan

la absorcion de glucosa): acarbosa, miglitol.

Algunas plantas medicinales bien reconocidas por sus propiedades
antidiabéticas y usadas en las practicas meédicas tradicionales de varias
comunidades rurales, también se estdn perfilando como una opcién a la
terapéutica contra la diabetes. (Arumugam, et al., 2013, Ramirez, et al., 2012,
Mata, et al., 2012). Dentro de las plantas medicinales mas utilizadas en nuestro
pais para tratar esta enfermedad se encuentra la especie vegetal Brickellia
cavanillesii, la cual es una de las 306 especies mexicanas mas utilizadas para el
tratamiento de la diabetes mellitus tipo Il (DMT2) (Andrade-Cetto y Heinrich, 2005;
Escanddn-Rivera, et al., 2012).

1.3. Antecedentes botanicos y etnobotanicos de la especie vegetal

Brickellia cavanillesii.

Brickellia cavanillesii (Cass.) A. Gray (Asteraceae) es una planta que se
distribuye a lo largo de toda la Republica Mexicana y se le conoce comunmente
como “atanasia amarga”, “prodigiosa” y “hierba del becerro” (Escanddn-Rivera, et
al., 2012). Florece entre los meses de septiembre a diciembre y puede llegar a
medir de 1 a 3 metros de largo, sus hojas tienen forma ovada de color verde
(Figuras 1-3), opuestas, pecioladas; los tallos son rojizos, velludos y asperos; sus

flores son amarillas muy claro que se agrupan en forma de cabezuelas colgantes.
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La planta tiene sabor amargo y es utilizada para tratar afecciones del estomago, la
diarrea, la gastritis, la atonia secretora y motriz del aparato gastrointestinal.
También se le atribuyen propiedades vermifugas y antidiabéticas. Actualmente es
una de las 306 especies mas utilizadas para el tratamiento de la diabetes mellitus
tipo Il (DMT2) (Anales del IMN., 1894; Martinez, 1989; Poss, et al., 2003; Johnson,
et al.,, 2006; Andrade-Cetto y Heinrich, 2005). Por su eficacia popular en los
mercados de nuestro pais se comercializa sola 0 en combinacién con otras

hierbas (Escandon-Rivera, et al., 2012).

Figura 1. Planta de B. cavanillesii  Figura 2. Flores de B. cavanillesii Figura 3. Hojas de B. cavanillesii

1.4. Antecedentes quimicos.

Los primeros estudios quimicos de la planta fueron realizados en el afio
1958 por Flores y Herrdn quienes aislaron y caracterizaron un glucésido de
trimetoxiflavona a la que llamaron pendulina (1). Posteriormente, en 1960 estos
mismos autores reportaron la presencia de otra flavona a la que le dieron el
nombre de atanasina (2) (Flores y Herran, 1958; 1960). Rodriguez vy
colaboradores (2006) describieron por primera vez para la planta la presencia del
cromeno desmetilisoencecalina (3), la cual fue posteriormente confirmada por
Escanddn-Rivera (2012) quien determiné que es uno de los compuestos
mayoritarios de la especie. También, Escandén-Rivera aisl6 y caracteriz6 doce
compuestos adicionales: cinco flavonoides (4-8), dos cromenos (9 y 10), tres

lactonas sesquiterpénicas (11-13), el acido 3,5-dicafeoilquinico (14) y la cumarina



herniarina (15) (Escandon-Rivera, et al., 2012; Mata, et al., 2013; Rodriguez, et al.,
2006). [Tabla 1].

Palacios, también report6 el perfil cromatogréafico por CLAE-EM del extracto
organico integro (CH,Cl,-MeOH) en donde solamente se realizo la identificacion
con el uso de estandares de cinco flavonoles y seis derivados del &cido

clorogénico (Palacios, 2009).

Tabla 1. Metabolitos aislados de B. cavanillesii.

Categoria Nombre y estructura Fuente
OGlu
‘ | Flores y Herran, 1958
HsCO OCHs
OH O

Pendulina (1)

Flores y Herran, 1960

Flavonoides

Escandon-Rivera, et al.,
2012

OH O

Escandén-Rivera, et al.,
2012

OH O

Acacetina (5)
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Tabla 1. Metabolitos aislados de B. cavanillesii (Continuacion).

Categoria Nombre y estructura Fuente
Escanddén-Rivera, et al.,
2012
OH O
Genkwanina (6)
Escandoén-Rivera, et al.,
Flavonoides 2012
OH O
Camperol (7)
Escanddén-Rivera, et al.
2012
OH O
Isoramnetina (8)
O OH
= Rodriguez, et al 2006
Escanddén-Rivera, et al., 2012
0
6-acetil-5-hidroxi-2,2-dimetil-2H-cromeno (3)
Cromenos

O OH
HO N

O

6-hidroxiacetil-5-hidroxi-2,2-dimetil-2H-cromeno (9)

Escanddn-Rivera, et al., 2012
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Tabla 1. Metabolitos aislados de B. cavanillesii (Continuacion).

Categoria Nombre y estructura Fuente
@) OH
== OH , .
Escandon-Rivera, et al.,
Cromenos 2012
O
6-acetil-5-hidroxi-2-hidroximetil-2-metil-2H-cromeno
(10)
O
OH M
- O 0
9] £ Escandén-Rivera, et al.,
2012
O
Escandoén-Rivera, et al.,
Lactonas

sesquiterpénicas

2012

Calealactona C (13)

Escandoén-Rivera, et al.,
2012

Derivado del acido
caféico

o

0 =

OH
OH

Acido 3,5-dicafeoilquinico (14)

Escandén-Rivera, et al.,
2012
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Tabla 1. Metabolitos aislados de B. cavanillesii (Continuacion).

Categoria Nombre y estructura Fuente
~
) Escanddn-Rivera, et al.,
Cumarina @) O "0
| 2012
Herniarina (15)

1.5. Antecedentes farmacoldgicos.

Los usos médicos de B. cavanillesii se han reportado desde 1894 en los
Anales del Instituto Médico Nacional. Se realizdé un estudio inicial para conocer si
la planta servia como ténico y tenifugo para tratar las fiebres palldicas, finalmente
se registra que la planta carecia de esas propiedades pero no era toxica (Anales
del INM, 1905). En 1907 se documentaron varias investigaciones clinicas donde
se reporta que las gotas de tintura de la planta son eficaces como agente aperitivo
y N0 como eupéptico, y en otro ensayo clinico se logré observar que también
aliviaban de manera moderada los trastornos dispépticos (Anales del INM, 1907).
Para 1908 se reportd que el extracto fluido de la planta es capaz de mejorar el
apetito de un paciente anoréxico, mejoré a un paciente convaleciente de pleuresia
y fue capaz de disminuir la atonia gastrica ademas de mejorar notablemente la
gastralgia (Anales INM, 1908).

En 2009, Palacios demostro la inocuidad del extracto integro total (CH2Cl,-
MeOH) de acuerdo a los criterios del método de Lorke, ya que hasta la dosis de 5
g/kg no se observd efecto alguno en ratones. También, Palacios establecio el
potencial antinociceptivo de este mismo extracto en los modelos de placa caliente
y estiramiento abdominal, lo que confirm6é la presencia de compuestos
antinociceptivos en la planta. Por otra parte, también se establecieron las
propiedades gastroprotectoras del extracto integro total, in vivo utilizando el
modelo de lesiones inducidas con etanol absoluto en ratas (en un rango entre 10 y
300 mg/kg). El efecto fue dosis dependiente y la DEsy calculada para el extracto
organico en este modelo fue de 30 mg/kg. Posteriormente, fue evaluada la
actividad anti-Helicobacter pylori del extracto integro, el aceite esencial y la
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desmetilisoencecalina (3), compuesto mayoritario de la especie, los cuales
inhibieron de manera significativa el crecimiento de la bacteria. Las
concentraciones minimas inhibitorias (CIM) fueron de 2.5, 20, y 10 pg/mL,
respectivamente, lo que permitid corroborar la eficacia atribuida a la planta para
aliviar la gastritis y padecimientos relacionados.

Las propiedades antiespasmaodicas del aceite esencial, la infusion y el
extracto organico fueron evaluadas en la prueba de transito intestinal con carbén
activado en ratones. Los tres extractos provocaron la disminucion del transito del
carbon de manera dependiente de la dosis (Palacios, 2009). La
desmetilisoencecalina (3) también fue evaluada encontrandose que actiia como un
agente espasmolitico de la planta.

La actividad antibacteriana también fue evaluada y se utilizé el método de
difusién en agar sobre una bateria de bacterias gram positivas y negativas. Tanto
el aceite esencial como el extracto organico presentaron una actividad moderada
solamente contra la bacteria Bacillus subtilis a las concentraciones de 750 y 1000
pg/mL.

En 2012, Escandon-Rivera y colaboradores demostraron que la infusion de
B. cavanillesii posee propiedades hipoglucemiantes y antihiperglucémicas, ya que
fue eficaz in vivo para controlar los niveles de glucosa en ayunas y posprandial en
ratones diabéticos, ademas de inhibir de manera significativa la actividad de las
enzimas a-glucosidasas in vitro (Escandén-Rivera, et al., 2012).

Finalmente, se evaluaron los compuestos mayoritarios de B. cavanillesii en
ensayos de tipo agudo y de tolerancia a la sacarosa. Los resultados de estos
ensayos permitieron  establecer los efectos antihiperglucémicos e
hipoglucemiantes de la desmetilisoencecalina (3) y de las caleinas A (11) y C (12)
(Escandon-Rivera, et al., 2012).

14



2. OBJETIVOS.

2.1. Debido a las propiedades antidiabéticas demostradas para el extracto
organico y la infusion de B. cavanillesii, como primer objetivo de este trabajo es
realizar las evaluaciones farmacolégicas pertinentes para establecer las
propiedades hipoglucemiantes y antihiperglucémicas del aceite esencial, que no

han sido reportadas a la fecha.

2.2. El aceite esencial de B. cavanillesii no ha sido analizado para conocer la
composicién quimica total del mismo, por lo tanto, el segundo objetivo de este
proyecto es identificar y caracterizar a los componentes presentes en la esencia
mediante su analisis por CG-EM y el calculo de sus indices de retencion, asi
como determinar el porcentaje relativo de cada uno de los componentes

presentes en la esencia a partir del perfil cromatogréafico obtenido.

2.3. Adicional al perfil cromatografico generado en el objetivo anterior, y con la
finalidad de generar una prueba de identidad quimica de utilidad para la
identificacion de los marcadores principales en el aceite, también se plantea

generar el perfil por cromatografia en capa delgada de la esencia.

2.4. Finalmente, debido a que aun no han sido identificados y caracterizados los
COV de la planta, como ultimo objetivo de esta investigacion, se pretende llevar
a cabo su identificacion y caracterizacion por CG, utilizando el método

microextaccion en fase soélida (MEFS).
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3. DESARROLLO EXPERIMENTAL.

3.1. Determinaciéon de las constantes espectroscopicas Yy
espectrométricas.

Los espectros de Resonancia Magnética Nuclear proténica (RMN-'H) y de
Carbono-13 (RMN*3C) se realizaron en un aparato Unity Inova marca Varian, el
cual oper6 a una frecuencia de 400 MHz para RMN-'H y 100 MHz para RMN-*3C.
Se utiliz6 CDCl; como disolvente y los desplazamientos quimicos [(§, ppm)] se
refieren al tetrametilsilano (TMS) como referencia interna. Se utilizé el programa
MestreNova® para el analisis de los espectros de RMN monodimensionales y
bidimensionales (version 9). Estos analisis fueron realizados en la Unidad de
Servicios de Apoyo a la Investigacion (USAI) de la Facultad de Quimica, UNAM.

3.2. Procedimientos generales.

Los andlisis cromatogréficos por capa delgada (CCD) y a nivel preparativo
(CCDP) se realizaron sobre placas de aluminio y de vidrio, respectivamente,
recubiertas de gel silice (60 Fs4 Merck KGaA, Alemania) de diferentes
dimensiones, y se utiliz6 como sistema de elucion, tolueno-hexano-acetato de etilo
(5:4:1). Como agentes reveladores se emplearon dos soluciones cromdgenas:
sulfato cérico amoniacal y anisaldehido [Tabla 2], seguido de calentamiento
(110°C aprox.) para desarrollar el color. Adicionalmente las placas se visualizaron

con una lampara de luz UV (A de onda corta 254 nm; A de onda larga 355 nm).

Tabla 2. Composicidn de los agentes reveladores utilizados.

Agente Revelador Composicién Referencia
-Sulfato cérico amoniacal 129
Sulfato cérico amoniacal | -Acido sulfdrico 22.5mL
-Hielo 3509
-Anisaldehido 0.5mL
Anisaldehido -Acido acético glacial 10.0 mL EUROPEAN
-Metanol 85.0 mL PHARMACOPOEIA 5.0
-Acido sulftrico 5.0 mL
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3.3. Material vegetal.

Un lote de la planta de Brickellia cavanillesii (Cass.) A. Gray utilizada en el
presente estudio, fue recolectado en Yecapixtla en el Estado de Morelos, en el
mes de marzo de 2013. La clasificacion botanica y recoleccion de la especie
estuvo a cargo del Dr. Robert Bye Boettler, investigador del Instituto de Biologia,
UNAM. Un ejemplar de referencia (Bye & Linares 2764) se deposit6 en el Herbario
Nacional (MEXU) del mismo Instituto.

Para este estudio se utilizaron las partes aéreas secas de Brickellia
cavanillesii, y se realizd su fragmentacién en un Molino de cuchillas THOMAS-
Wiley Modelo 4.

3.4. Obtencién y andlisis del aceite esencial de B. cavanillesii y de
estandares.

En un matraz bola de 1000 mL se colocaron 50 gramos del material vegetal
y 500 mL de H,Oq4. Se utilizé un aparato Clevenger y se llevéd a cabo el proceso de
hidrodestilacién por un periodo de 2 h, el hidrodestilado (75 mL) se recolect6 en un
matraz Erlenmeyer que se encontraba dentro de un bafo de hielo. Posteriormente
el hidrodestilado se sometid a un proceso de reparto con CH,Cl, grado HPLC (3 X
75 mL). Las fases organicas se secaron sobre Na,SO, anhidro, y el disolvente fue
eliminado por evaporacion in vacuo a 30 °C, generandose un liquido amarillo

VISCOSO.

3.4.1. Aislamiento del curcumeno (28) y espatulenol (38) de la esencia.

El aislamiento de curcumeno (28) y espatulenol (38), se realizé mediante la
técnica de cromatografia en capa delgada nivel preparativo (CCDP), utilizando
placas de vidrio de gel silice y 30 mg de esencia disuelta en 500 pL de CH,Cl,. La
placa se coloc6 en una camara saturada con la mezcla de elucion Tolueno-
Hexano-AcOEt (5:4:1), una vez finalizado el proceso de elucion se dejo evaporar
el disolvente de la placa. A partir de este procedimiento de obtuvieron 8.3 mg de

espatulenol (38) y 7.0 mg de curcumeno. (28).
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Espatulenol (38): Liquido incoloro. RMN-1H (400 MHz, CDCI3) & 0.45 (1H,
d, J = 9.0 Hz, H-7b), 0.47 (1H, d, J = 9.0 Hz, H-1a), 1.06 (3H, s, H-8), 1.07 (3H, s,
H-9), 1.30 (3H, s, H-11), 4.68 (1H, s, H-10a), 4.71 (1H, s, H-10b). RMN-13C (100
MHz, CDCl3) & 16.6 (C-8), 20.5 (C-1), 24.9 (C-2), 26.3 (C-11), 26.9 (C-5), 27.7 (C-
1a), 28.9 (C-9), 30.1 (C-7b), 39.0 (C-3), 41.9 (C-6), 53.6 (C-4a), 54.6 (C-7a), 81.2
(C-7), 106.5 (C-10), 153.8 (C-4).

Curcumeno (28): Liquido incoloro. RMN-1H (400 MHz, CDCl3) 6 1.21 (d, J
= 7 Hz, 3H), 1.53 (s, 3H), 1.60-1.67 (m, 2H), 1.68 (s, 3H), 1.80-1.95 (m, 2H), 2.32
(s, 3H), 2.55-2.65 (m, 1H), 5.10 (t, J = 6.9 Hz, 1H), 7.03 (d, J = 7.8 Hz, 2H), 7.08
(d, J = 7.8 Hz, 2H). RMN-13C (100 MHz, CDCls) & 17.6, 20.9, 22.4, 25.7, 26.1,
38.5, 39.0, 124.6, 126.9, 129.0, 131.3, 135.1, 144.6.

3.4.2. CG-EM.

Para la caracterizacion de los componentes presentes en el aceite esencial,
se empledé un cromatégrafo de gases marca Agilent 6890N acoplado a un
espectrometro de masas LECO Pegasus 4D. La columna utilizada fue una DB-5
(5% Fenil-metilsilicona; 10 m x 0.18 mm, 0.18 pm de espesor de pelicula). El
programa de temperatura del horno fue de 40°C (3 min), 20°C/min hasta 300°C (5
min). Se empled Helio como gas acarreador (Praxair, grado 5.0, ultra alta pureza)
con una velocidad de 1 mL/min. La temperatura del inyector se establecié en 300
°C modo “splitless”, la de la linea de transferencia fue de 250°C y la de la fuente
de ionizacién de 200°C. Los analisis se realizaron por la técnica de impacto
electrénico a 70 eV, utilizando el modo de barrido total del espectro de 45 a 500
m/z para la identificacién de iones y lograr la caracterizacion de los componentes.

Los analitos presentes en la esencia se identificaron mediante el célculo
computacional de sus indices de retencién (software Chroma TOF®), utilizando
una serie homologa de n-alcanos (Cs-Cy4) Y mediante el analisis de cada uno de
los espectros de masas, utilizando la base de datos del National Institute of
Standars and Technology (NIST) en conjunto con datos descritos en la literatura.
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3.4.3. MEFS con espacio de cabeza.

Los compuestos organicos volatiles fueron obtenidos por el método de
MEFS en donde se emplearon cuatro fibras de diferente polaridad:
Divinilbenceno/Carboxeno en Polidimetilsiloxano (DVB/CAR-PDMS 50/30um),
Polidimetilsiloxano (PDMS 100um), Carboxeno/Polidimetilsiloxano (CAR/PDMS
75um) y Polidimetilsiloxano/Divinilbenceno (PDMS/DVB 65um). Las fibras se
acondicionaron durante 2 h previas al experimento en un puerto de inyeccion
split/splitless de CG a 250 °C.

Se utilizaron 40 mg de material vegetal, los cuales fueron introducidos en un
vial con tap6n oradado y membrana de silicona, enseguida se agregaron 500 mg
de NaCl y 15 mL de agua grado HPLC, la mezcla se agit6 con un agitador
magneético a 125 rpm. Una vez sujeto el vial con pinzas para soporte se introdujo
la fibra a un espacio de 2 cm del volumen de la mezcla (espacio de cabeza) por un
tiempo de exposicion de 15 min. Luego del tiempo establecido, las fibras fueron
retiradas y colocadas en el inyector del cromatdégrafo de gases acoplado al
espectrometro de masas, para la desorcidon de las muestras. Todos los andlisis se

realizaron por triplicado.

3.5. Evaluacion de la actividad antidiabética del aceite esencial de B.
cavanillesii.

Para realizar los ensayos de la actividad antidiabética, todos los
experimentos se manejaron conforme a la Norma Oficial Mexicana para el
Cuidado y Manipulacion de animales de experimentacion (NOM-062-Z00-1999),
manteniendo a los animales con acceso libre al agua y alimento. Se utilizaron un
total de 80 ratones macho de la cepa ICR con un peso entre 20-30 g (40 ratones
para el ensayo de la actividad hipoglucemiante y 40 ratones para la actividad
antihiperglucémica), los animales se dividieron en cinco grupos para cada
experimento (8 ratones para cada grupo), los cuales se mantuvieron en ayuno de
8 h antes de realizar las evaluaciones, teniendo acceso libre al agua.

La recoleccion de las muestras sanguineas se realiz6 a partir de la vena

caudal de los animales, mediante una pequefa incision al final de la cola. La
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glucemia se determiné mediante por el método enzimatico de la glucosa oxidasa,
utilizando un glucémetro comercial (One Touch Ultra 2™, Jonhson-Jonhson
Denvene, MA, USA).

La variacion porcentual de glucemia se calculé de acuerdo a la siguiente

expresion matematica:

%Variacion de glucemia = (100)

(G- Gy)
G;

Donde Gi es la glucosa al tiempo cero (glucosa basal) y Gt es el valor de
glucemia a los diferentes tiempos de muestreo. El porcentaje de variacion de la
glucemia se graficd con respecto al tiempo de medicion. Las gréficas, analisis de
varianza y pruebas t de Dunnett de los resultados de los estudios farmacoldgicos
se analizaron con el programa computacional GraphPad Prism Version 5.0.

La diabetes mellitus tipo I, se indujo en los ratones normoglucémicos
mediante la administracion inicial de una dosis de Nicotinamina Adenina
Dinucledtido (NAD) de 50 mg/kg. Transcurridos 15 min, se realizd la
administracion de una dosis Unica de 130 mg/kg de estreptozotocina (STZ)
disuelta en una solucién amortiguadora de citratos 0.1 M (pH= 4.5). Tanto NAD
como STZ fueron administradas via intraperitoneal (0.1 ml/10 g peso).

Los niveles de glucosa se determinaron siete dias después de la
administracion de la STZ, y aquellos que presentaron niveles de glucosa

sanguinea mayores a 140 mg/dL fueron incluidos en el experimento.

3.5.1. Efecto hipoglucemiante agudo en animales normoglucémicos y
diabéticos.

En ensayos independientes (ratones normoglucémicos e hiperglucémicos)
se administraron a tres de los cinco grupos los tratamientos (31.6, 100 y 316
mg/kg) del aceite esencial de B.cavanillesii. Los dos grupos restantes fueron los
controles: vehiculo y positivo. El vehiculo fue administrado con Soluciéon Salina
Isotonica (SSI) (0.9%) y el control positivo con glibenclamida (15 mg/kg). Los
tratamientos y controles se mezclaron junto con Tween 80® al 0.05% como agente

surfactante y su administracion fue via oral (0.2 ml/10g peso). Los niveles de
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glucosa sanguinea se midieron a los tiempos 0, 1.5, 3, 5, 7 y 9 h posteriores a la

administracion de los tratamientos.

3.5.2. Efecto sobre la tolerancia a la sacarosa en animales
normoglucémicos y diabéticos.

Tres de los cinco grupos de ratones normoglucémicos o diabéticos,
recibieron las diferentes dosis del preparado de prueba (31.6, 100 y 316 mg/kg).
Los dos grupos restantes corresponden a los controles vehiculo y positivo. El
vehiculo consistio en SSI (0.9%) y el control positivo fue acarbosa (5 mg/kg). Una
vez transcurridos 30 min se administraron a todos los animales una solucién de
sacarosa (3 g/kg) via oral, finalmente los niveles de glucosa sanguinea se
midieron a los 0, 30, 60, 90, 120, 180 min posteriores a la administracién de la

carga de la sacarosa.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION.

La especie vegetal B. cavanillesi fue seleccionada para este estudio
considerando el criterio ethomédico ya que la planta es ampliamente utilizada y
comercializada para tratar la gastritis, afecciones del estomago, diarrea, y
diabetes. La actividad antidiabética de la planta ha sido confirmada a partir de los
diversos ensayos farmacoldgicos realizados sobre el extracto acuoso y
compuestos puros. Sin embargo, el aceite esencial no ha sido aun evaluado para
establecer su potencial antidiabético y tampoco han sido identificados y
caracterizados sus componentes principales. Considerando también el hecho de
que las esencias, en general, han demostrado tener destacadas propiedades
funcionales en beneficio de la salud del hombre, se determiné realizar los ensayos
conducentes a  determinar sus  propiedades  hipoglucemiantes vy
antihiperglucémicas. De manera adicional, se realizd un andlisis por MEFS de la
planta para conocer los COV de la misma.

Este capitulo se divide en dos partes. En la primera se describen y discuten
los resultados obtenidos de las evaluaciones farmacolégicas conducentes a
determinar el potencial antidiabético del aceite esencial. La segunda parte se
presentan y discuten los resultados obtenidos de la identificacion y caracterizacion
de los componentes identificados en la esencia, por CG y CCD asi como de los

analisis realizados para conocer el contenido de COV en la planta.

4.1. Efecto hipoglucemiante y antihiperglucémico del aceite esencial.

Los modelos farmacoldgicos ampliamente descritos en la literatura para
evaluar el efecto hipoglucemiante agudo y tolerancia a la sacarosa, se utilizaron
para establecer el potencial antidiabético de la esencia en animales sanos e
hiperglucémicos mediante la determinacion de sus efectos sobre los niveles de
glucosa sanguinea y considerando que una de las principales estrategias en el
tratamiento de la diabetes es la reduccion de los niveles de glucemia.

Para determinar el efecto hipoglucemiante agudo, se realiz6 el ensayo
descrito en la parte de desarrollo experimental (inciso 3.5.1.). Los resultados

obtenidos se presentan en las Figuras 4a y 4b. En la Figura 4a se observa que en
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animales sanos, el aceite esencial presenta un efecto hipoglucemiante moderado
a las dosis de 100 y 316 mg/kg. Por otra parte la esencia no causa un efecto
hipoglucemiante significativo en animales hiperglucémicos (Figura 4b). El efecto
moderado que se observa en la prueba con animales normoglucémicos, puede
deberse a la presencia del cromeno desmetilisoencecalina (3), ya que se ha

reportado que este compuesto tiene una actividad hipoglucemiante significativa a

las dosis de 10 y 31.6 mg/Kg al evaluarlo en ratones sanos (Escandon-Rivera, et
al., 2012).
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Figura 4. Efecto del aceite esencial de Brickellia cavanillesii en los niveles de glucosa en la sangre en ratones normoglucémicos a) y
diabéticos b). Cada punto representa la media de seis determinaciones (n=6) + EEM. Las diferencias estadisticamente significativa fueron

calculadas por una ANOVA seguida por la prueba t de Dunett p< 0.05

Por lo que respecta a la actividad antihiperglucémica de la esencia los
resultados se muestran en las Figuras 6a y 6b. En la Figura 6a se observa que el
aceite esencial a las dosis mas altas (100 y 316 mg/kg) inhiben de manera
significativa (p<0.05) el pico pospandrial en animales sanos y este efecto se
observa también en los ratones hiperglucémicos a las tres dosis evaluadas (Figura
6b). Cabe mencionar que en este ultimo caso, el efecto observado con la dosis de

316 mg/kg es similar al inducido por la acarbosa en animales hiperglucémicos.
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Es probable que el efecto antihiperglucémico observado se deba una vez
mas a la presencia del compuesto desmetilisoencecalina (3) debido a que se ha
reportado que este metabolito tiene un efecto significativo al evaluarlo en una
prueba de tolerancia a la sacarosa a las dosis de 5.6, 10 y 31.6 mg/Kg, tanto en

ratones normoglucémicos como en diabéticos (Escandon-Rivera, et al., 2012).
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Figura 5 Efecto del aceite esencial de Brickellia cavanillesii en los niveles de glucosa en la sangre durante la prueba de
tolerancia a la sacarosa (3g/kg) en ratones normoglucémicos a) y diabéticos b) Cada punto representa la media de seis
determinaciones (n=6) + EEM. Las diferencias estadisticamente significativa fueron calculadas por una ANOVA seguida por la
prueba t de Dunett P< 0.05

4.2. Analisis del aceite esencial por CG-EM.

El aceite esencial utilizado en este estudio se obtuvo por hidrodestilacion,
utilizando un equipo Clevenger, el cual es el recomendado por la FHEUM. La
cantidad promedio de aceite obtenido en tres réplicas utilizando 50 g de

muestra/500mL de H,Oq4Yy 2h se muestra en la Tabla 3.

Tabla 3. Rendimientos de la preparacion del aceite esencial*
Masa de materia vegetal (g) Masa de esencia (g) Rendimiento (%)

50.0434 0.2235 0.45

*Promedio de tres repeticiones
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Para la identificacion de los componentes presentes en el aceite se
selecciond a la cromatografia de gases acoplada a la espectrometria de masas
(CG-EM). EIl funcionamiento de la espectrometria de masas se basa en la
capacidad de ionizacidn que presenta una molécula organica en estado de vapor,
al ser bombardeada por un haz de electrones con una energia aproximada de 70
eV. La molécula absorbe parte de esa energia utilizdndola para desprenderse de
un electrén, transformandose asi en un i6Gn molecular con carga positiva y un
electron desapareado. La energia adicional del haz de electrones de bombardeo
puede disiparse en la ruptura de enlaces del ion molecular, produciéndose nuevos
fragmentos de iones positivos de menor masa y de radicales neutros. El conjunto
de maximos espectrales que corresponden a cada uno de los iones fragmentados
de la molécula original, da lugar al espectro de masas a través del cual se obtiene
informacion sobre la formula molecular ya que determina de manera exacta su
masa atémica. De esta manera, se obtuvieron los espectros de masas de cada
uno de los compuestos presentes en la esencia y se realiz6 la comparacion del
patréon de fragmentacion correspondiente al iGn molecular, el pico base y los
fragmentos mas caracteristicos con los descritos en literatura y bases de datos
especializadas (Adams, 1989; Adams, 1995, NIST, 2014). También, se obtuvieron
los espectros de masas en las mismas condiciones de trabajo de los estandares
comerciales: a-Bisabolol (44) B-Cariofileno (24), o6xido de cariofileno (39),
desmetilisoencecalina (3), y también de aquellos compuestos previamente
aislados del aceite esencial: espatulenol (38) y curcumeno (28). Estas sustancias
fueron utilizadas como elementos de referencia para establecer el orden de

elucién de los distintos compuestos, y poder realizar su identificacion.

El cromatograma ionico total obtenido del aceite esencial de B. cavanillesii
se muestra en la Figura 6 y los compuestos que se detectaron son enlistados en
funcién de su orden de elucion en la columna DB-5. A partir de esta primera
aproximacion se detectaron 31 compuestos en las proporciones porcentuales

presentadas en la Tabla 4.
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Figura 6. Cromatograma ionico total obtenido (CG-EM) del aceite esencial de B. cavanillesii. Las condiciones
de trabajo se reportan en el capitulo de desarrollo experimental.

La informacion obtenida mediante CG-EM no es suficiente para establecer
la caracterizacion total de los componentes presentes en la esencia, sin embargo
se puede realizar una aproximacion comparando el tiempo de retencion de cada
compuesto identificado con aquellos de sustancias de referencia conocidas. Los
tiempos de retencibn muy cercanos o iguales entre un componente y una
referencia (comercial o aislada) indican que podria tratarse del mismo compuesto.
Aunque tedricamente el tiempo de retencion de una molécula es una constante si
se utilizan las mismas condiciones de trabajo, éstas son dificilmente reproducibles
y suelen variar debido a que el tiempo de retencion depende de la temperatura, la
velocidad de flujo del gas transportador e incluso de la complejidad de la muestra.
Por esta situacion se utilizé como segundo sistema de identificacién a los indices
de retencion (IR) obtenidos para cada uno de los componentes. Esta
consideracion se hizo debido a que los IR se ven afectados en menor medida por
los factores anteriormente expuestos, ademas de que se emplean para reducir las

fluctuaciones de los tiempos de retencion, tanto por las condiciones del analisis
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como por la composicion de la muestra. Para obtener los indices de retencién de
los compuestos y los estandares, se utilizé la columna de mediana polaridad DB-5.
Los IR, propuestos inicialmente por Kovats (Van Den Dool, 1963), permiten
la identificacibn de componentes de una mezcla problema con respecto a una
serie homologa de n-parafinas, basandose en una comparacion entre la posicion
del pico de un compuesto problema y los picos de las n-parafinas anterior y
posterior de la serie. Por definicion, el indice de retencion de Kovats para una n-
parafina es igual a cien veces el nimero de atomos de carbono que presenta,
independientemente de las columnas o condiciones cromatograficas utilizadas.
Aplicando estos dos sistemas de caracterizacion, asi como el uso de
estandares se pudo detectar primeramente, la presencia de monoterpenos,
representando el 19.97 % del total de la composicion de la esencia, de los cuales
el alcanfor (20) es el que se encontr6 en una mayor proporcién (12.47%). Los
sesquiterpenos se encontraron en mayor proporcion (55.67 %) y el contenido de
ellos se concentré principalmente en el curcumeno (28) con un 7.10 %, el
espatulenol (38) con una proporcion de 12.95%, y 6xido de cariofileno (39) con un
13.0 %. Sin embargo, de todos los compuestos identificados, el cromeno
desmetilisoencecalina (3) es el que resulto ser el compuesto mayoritario (19.92%).
La presencia en grandes proporciones del cromeno (3) es importante en primer
lugar, desde un punto de vista del control de calidad de la especie, ya que es uno
de los marcadores de B. cavanillesii (Escanddn-Rivera, et al., 2012). Por otra parte
Escanddn-Rivera y colaboradores demostraron los efectos hipoglucemiante y
antihiperglucémico de este metabolito (Escando-Rivera, et al., 2012) y también
establecieron mediante un ensayo in vitro, el efecto moderado del cromeno (3)
sobre las enzimas a-glucosidasas, lo que se encuentra en armonia con la

actividad farmacolégica observada para el aceite esencial.

27



Tabla 4. Composicion quimica del aceite esencial de B. cavanillesii

No Compuesto IR? Contenido (%)° Identificacion®
16  a-Pineno 993 1.19 IR,EM
17 Camfeno 1010 1.31 IR,EM
18 B-Pineno 1048 1.78 IR,EM
19  Eucaliptol 1116 0.60 IR,EM
20  Alcanfor 1241 12.47 IR,EM
21  Pinocarvona 1266 0.51 IR,EM
22 1,2,3-Trimetilciclopenteno 1277 2.11 IR,EM
23 Isopinocanfon 1279 2.11 IR,EM
24 B-Cariofileno 1529 2.50 IR,EM,Ref
25 B-Cubebeno 1542 0.15 IR,EM
26  a-Ocimeno 1568 0.31 IR,EM
27  Germacreno D 1585 0.33 IR,EM
28 Curcumeno 1592 7.10 IR,EM,Ref
29 a-Selineno 1612 0.33 IR,EM
30 Germacreno A 1631 1.10 IR,EM
31 ®-Cadineno 1632 1.09 IR,EM
32 cis-a-Farneseno 1643 0.64 IR,EM
33 Calameneno 1645 0.64 IR,EM
34  a-Calacoreno 1672 0.02 IR,EM
35 Hedicariol 1676 0.26 IR,EM
36 Nerolidol-E 1684 3.01 IR,EM
37  Oxido de aromandreno-(2) 1698 0.22 IR,EM
38 Espatulenol 1713 12.95 IR,EM,Ref
39  Oxido de Cariofileno 1715 13.00 IR,EM,Ref
40 Carotol 1738 2.83 IR,EM
41 Epdxido de Humuleno I 1746 0.54 IR,EM
42  1-Cadinol 1781 1.33 IR,EM
43 B-Eudesmol 1800 4.28 IR,EM
44  a-Bisabolol 1829 1.34 IREM,Ref
45 Oxido de Ledeno Il 1841 2.05 IR,EM
3 Desmetilisoencecalina 1881 19.92 IR,EM,Ref

Total identificados 98.05

Compuestos hidrocarbonados 20.62

Compuestos oxigenados 77.38

Monoterpenos hidrocarbonados 4.28

Monoterpenos oxigenados 15.69

Sesquiterpenos hidrocarbonados 13.91

Sesquiterpenos oxigenados 41.76

Otros compuestos oxigenados 19.92

Otros compuestos hidrocarbonados 2.43

%indice de retencion experimental columna polar (DB5)
Porcentajes de area de cada uno de los compuestos.
IR, indices de retencion; EM, Espectro de masas; Ref, estandares comerciales o aislados.



4.2.2. Analisis por Cromatografia en capa delgada de la esencia.

Finalmente, se obtuvo también un cromatograma en capa delgada de la
esencia y estandares seleccionados, con el fin de generar una prueba de identidad
rapida, cualitativa y complementaria a la CG. Se utilizaron cromatoplacas de gel
de silice de HTPLC (High Performance Thin Layer Chromatography, por sus siglas
en ingles) y como agente revelador anisaldehido. Los estandares seleccionados
fueron los mismos que se emplearon para la CG: 24, 28, 38, 39, 44y 3 y los
resultados obtenidos se pueden ver en la Figura 8. En esta imagen se pueden
identificar solamente algunos de los estandares utilizados. Primeramente, no se
detecta la presencia de a-bisabolol (44), ya que como se observd por CG, se
encuentra en muy baja proporcion. También, no existe diferencia en la elucion,
entre el curcumeno (28), que presenta un color violeta intenso y el B—cariofileno
(24), que presenta un color rosa tenue, esto debido a que presentan el mismo
factor de retencion, por lo cual no es posible identificarlos de manera inequivoca
por CCD en el aceite esencial. Los compuestos facilmente distinguibles fueron el
cromeno (3) que se detecté en un tono amarillo muy tenue, el 6xido de cariofileno
(39) que presenta una mancha fucsia brillante y finalmente el espatulenol (38) que

revel6d en un tono azul oscuro.

Ref : Referencia, aceite esencial
. .. 24 : B -Cariofileno
28 : Curcumeno
3 : Desmetilisoencecalina
39 : Oxido de cariofileno
44 : a-Bisabolol

. 38 : Espatulenol

-

Figura 8. Cromatoplaca por HPTLC del aceite esencial, e identificacién de sus estandares. Mezcla
de elucion: Tolueno-Hexano-Acetato de etilo (4:6:1). Concentracion ensayada 1pg/mL.
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4.2.3. Caracterizacion de los COV por MEFS.

Para realizar la identificacion y caracterizacion de los compuestos organicos
volatiles (COV) directamente de las partes aéreas secas de B. cavanillesii se
utilizé el método de microextraccion en fase solida (MEFS), en combinacion con la
CG-EM. La MEFS es un método rapido y sencillo, de bajo precio y no utiliza
disolventes, ni tratamientos complejos para obtener la muestra, ademas de que es
adecuada para la deteccién de analitos en bajas concentraciones (de hasta ppb)
(Yang, et al., 2013). Presenta otras ventajas inherentes como que permite la
automatizacion, y puede aplicarse tanto al analisis de muestras liquidas como
gaseosas. Con la MEFS no es necesaria la extraccion total de los analitos o el
equilibrio perfecto, pero si, que sea consistente el tiempo de muestreo, la
temperatura, la polaridad de la fibra y la fuerza iénica. La MEFS ha demostrado
ser una técnica de monitoreo muy Util en la industria alimenticia, de aromatizantes
y bebidas, asi como en el sector ambiental. Actualmente también se esta
utilizando como complemento al analisis de los aceites esenciales o alternativa al
estudio de los mismos (Balasubramanian, et al., 2011; Zhang, et al., 2010; Bicchi,
et al., 2011).

El dispositivo de MEFS mas utilizado es el fabricado por Supelco y consiste
en una fibra de silice fundida, recubierta por distintos polimeros, fijada a una aguja
de acero inoxidable. Existen varios tipos de recubrimientos de fibras y su seleccién
dependera de los analitos analizados (IOFI, 2010):

(a) Polidimetilsiloxano (PDMS): no-polar
(b) Poliacrilato (PA): medianamente-polar
(c) Carbowax (polietilenglycol): polar
(d) Mezclas
(i) Carboxeno/PDMS
(i) PDMS/divinilbenceno (DVB)
(iif) Carbowax/DVB

La técnica consiste en el uso de algunas de las fibras mencionadas que
cuando esta en contacto directo con la muestra (inmersa en una solucion salina de
NaCl o NaK), los analitos se reparten entre el disolvente y la fibra. Cuando la fibra

esta solo en contacto con la fase gaseosa (espacio de cabeza, HS por sus siglas
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en inglés) en un vial cerrado, los analitos se reparten entre el HS, la fibra y la
solucién. Después de un tiempo de extraccion, la fibra se inserta en el inyector del
cromatdgrafo de gases para volatilizar a los analitos presentes en la fibra.

Con la finalidad de optimizar la extraccion de volatiles presentes en las
partes aéreas secas de B. cavanillesii, se ensayaron diferentes cantidades de
NaCl (250 y 500 mg), tiempos de extraccion (10, 15 y 20 min), cantidad de
muestra (20 y 40 mg) y cuatro diferentes tipos de fibras (DVB/CAR en PDMS [fibra
gris], PDMS [fibra roja], CAR/PDMS [Negra] y PDMS/DVB [azul]). Los resultados
obtenidos después de estos ensayos permitieron determinar que 40 mg de planta,
500 mg de NaCl y 15 minutos de extraccion, se obtienen resultados reproducibles.

Los resultados de los analisis por CG realizados se muestran en la [Tabla 5]
y en la Figura 9. En ella se puede observar que las fibras polares (con CAR) como
CAR/PDMS no se logra la identificacion de la desmetilisoencecalina (3), un
marcador muy importante de la planta, o est4 presente en muy baja proporcién
(DVB/CAR en PDMS, 2.68 %). Sin embargo, cuando la polaridad de la fibra
cambia, se puede detectar en una mayor proporcion como en el caso de las fibras
no polares azul y roja. De las cuatro fibras utilizadas, la que permitié detectar
todos los estandares utilizados, presentes en el aceite esencial de B. cavanillesii
fue la fibra con recubrimiento PDMS, la cual podria utilizarse de manera adicional
al estudio de la esencia, con la finalidad de identificar los posibles marcadores de

B. cavanillesii.
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Figura 9. CG de los compuestos volatiles de B. cavanillesii en las cuatro fibras analizadas a) DVB/CAR en PDMS b)
PDMS c) CAR/PDMS y d) PDMS/DVB.
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Tabla 5. Andlisis por MEFS de los COV de B. cavanillesii

Compuesto IR DVB/CAR en PDMS? PDMS" CAR/PDMS® PDMS/DVB*
16 a-Pineno 996 4.25 0.44 3.55 3.19
17 Camfeno 1018 4.35 0.45 2.56 1.60
18 B-Pineno 1046 7.19 0.82 2.41 1.21
46 o-Cimeno 1109 0.95 - - 5.45
47 D-Limoneno 1111 6.80 - - 5.45
19 Eucaliptol 1113 1.91 0.36 2.00 5.45
48 4-Heptin-3-ol 1145 1.35 - - -
49 Camfenol 1222 0.19 - - -
20 Alcanfor 1242 4.06 1.79 9.89 5.10
21 Pinocarvona 1261 1.40 - 1.84 0.88
22 1,2,3-Trimetilciclopenteno 1277 - 0.31 2.75 1.22
23 Isopinocanfon 1278 1.16 0.29 2.75 -
50 4-Carvomentenol 1288 0.32 - -
51 Isobornil formato 1381 0.32 0.10 0.22 -
52 Timol 1429 0.25 - - -
53 a-Cubebeno 1526 - 3.83 - -
24 B-Cariofileno 1527 3.31 3.83 4.01 1.99
25 3-Cubebeno 1539 1.17 1.24 - -
26 a-Ocimeno 1563 0.98 4.07 1.79
27 Germacreno D 1580 1.33 0.41 4.07 1.55
28 Curcumeno 1591 5.02 10.90 1.04 8.90
54 a-Zingibereno 1604 111 1.80 - -
29 a-Selineno 1607 0.66 0.79 1.19 -
30 Germacreno A 1627 0.67 1.25 0.42 -
31 o-Cadineno 1632 1.79 - 2.71 2.61
32 cis-a-Farneseno 1641 1.37 1.83 - 0.50
33 Calameneno 1639 0.33 0.81 1.42 0.88
34 a-Calacoreno 1666 0.11 0.01 - 0.08
35 Hedicariol 1678 1.36 1.22 2.18 -
36 Nerolidol-E 1682 2.68 1.97 1.61 1.94
37 Oxido de aromadendreno-(2) 1698 0.22 0.13 - -
38 Espatulenol 1714 4.40 7.58 3.83 4.12
39 Oxido de cariofileno 1716 3.77 7.69 3.54 5.02
55 trans-Crisantemal 1723 - 7.64 14.35 1.89
40 Carotol 1738 3.15 4.38 4.00 7.00
41 Epo6xido de Humuleno 11 1748 0.87 0.93 - -
56 a-Muurolol 1780 - 2.73 - -
57 4,4-Dimetilltetraciclo-(6,3,2,0)(2,5)0(1,8)tridecan-9-ol 1782 2.90 - 2.60 3.38
42 1-Cadinol 1783 2.90 - - 3.31
43 B-Eudesmol 1800 1.12 3.81 2.14 5.49
58 Epoxido de Isoaromadendreno 1804 3.56 - - 5.58
44 a-Bisabolol 1829 0.52 - - -
45 Oxido de Ledeno Il 1843 0.56 - - -
3 Desmetilisoencecalina 1883 2.68 10.68 - 8.48

?DVB/CAR en PDMS (Divinilbenceno/Carboxeno en Polidimetilsiloxano), °PDMS (Polidimetilsiloxano), “‘CAR/PDMS (Carboxeno/PoIidimetilsiloxano)d,PDMSIDVB (Polidimetilsiloxano/Divinilbenceno).



5. CONCLUSIONES.

-Se realizaron los estudios farmacologicos conducentes a establecer el potencial
antidiabético del aceite esencial, considerando el uso popular de la planta y los estudios
previos realizados con otros preparados de la especie. Los resultados obtenidos
permitieron determinar a nivel preclinico las propiedades antihiperglucémicas de la

esencia.

-Se analizo el aceite esencial obtenido por hidrodestilacion y se logro identificar el 98.0
% de los componentes totales de la esencia. Los resultados muestran que el cromeno
(3), es el compuesto mayoritario (19.92%), lo que permite confirmar que es un marcador
de la especie. Adicional a este compuesto, se encontraron en grandes cantidades al
alcanfor (20) con 12.47 %), oxido de cariofileno (39) con 13.0 %, espatulenol (38) con
12.95% y curcumeno (28) con 7.10 %.

- Se realiz6 una CCD de la esencia y se pudo determinar la presencia, principalmente
del curcumeno (28), oxido de cariofileno (39) y la desmetilisoencecalina (3), lo cual

podria establecerse como una prueba de identidad quimica para la especie.

- Se determiné la composicion de los COV por MEFS con espacio de cabeza y se pudo
determinar que la mejor fibra es la PDMS, ya que permite detectar principalmente, la

presencia del cromeno 3, asi como de los demas estandares utilizados.
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7. ANEXOS.

] Espectros de masas de los estandares. a) B-cariofileno (24), b) Curcumeno (28) c) Espatulenol (38), d)
Oxido de cariofileno (39), e) a- Bisabolol (44) y f) Desmetilisoencecalina (3).
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Espectro 1. Espectro de RMN-'H (400 MHz, CDCI3) del curcumeno (28).
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Espectro 3. Espectro de RMN-'H (400 MHz, CDCls) del espatulenol (38).
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