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INTRODUCCION

1 INTRODUCCION

En México, la medicina tradicional tiene un importante valor histérico, en el cual,
los mercados indigenas constituyen espacios multiculturales y de convergencia
entre una gran diversidad de productos naturales, estudiados parcialmente en su
mayoria, pero aprovechados por hombres y mujeres de manera considerable. La
posicion geografica de México confiere una envidiable diversidad bioldgica y
cultural en la mayoria de su territorio, asociada a una variedad de microambientes
y microclimas, es de mencionar zonas como las presentes en los estados de

Veracruz, Oaxaca, Guadalajara, Chiapas, Tabasco, entre otras.

Las plantas medicinales se encuentran valoradas como un recurso valioso, pues
se estima que una importante parte de la poblacion a nivel mundial las utiliza de
forma significativa como opcidbn a la medicina convencional. Ademas,
aproximadamente el 60% de los medicamentos usados actualmente para el
tratamiento del cancer han sido aislados de productos naturales y las plantas han
sido la fuente més significativa (Gordaliza, 2007). Estos incluyen a los alcaloides
de la Vinca, diterpenos de Taxus, alcaloides de Camptotheca y lignanos de
Podophyllum. En la actualidad, existen compuestos derivados de plantas que se

estan probando en estudios clinicos en fases I, Il y 11l (Alonso-Castro, 2011).

En la busqueda de nuevos farmacos contra el cancer, las principales estrategias
para la seleccibn de especies de plantas, incluyen: la seleccién aleatoria,
informacion quimiotaxonémica y el conocimiento etnobotanico. La seleccion
aleatoria es empleada cuando el nimero de candidatos es bajo y/o los medios de
investigacibn son amplios. La quimiotaxonomia distingue a las especies
relacionadas con la produccién de diferentes metabolitos secundarios, diferentes
caracteristicas ecoldgicas y diferentes caracteristicas fisioldgicas. El conocimiento
etnobotanico incluye a las plantas utilizadas en la medicina tradicional como la

herbolaria, folklore y el chamanismo (Alonso-Castro, 2011).

Este conocimiento etnobotanico ha permitido identificar a miembros de la familia

Lamiaceae (Labiatae) que han aportado recursos importantes desde tiempo atras,

e
1
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destacando el uso de muchas especies utilizadas en la medicina, también como
condimento en la cocina regional y como agentes de control de plagas. Esta
familia tiene gran importancia econdmica en varias partes del mundo, ya que
muchas de sus especies se usan en la culinaria como condimentos (Origanum,
Thymus, Mentha), para la obtencion de aceites esenciales (Lavandula,
Pogostemon, Salvia) y/o como ornamentales (Coleus, Salvia, Scutellaria)
(Martinez, 2013).

Algunos miembros de la familia Lamiaceae han sido fuente de numerosos
estudios, particularmente en este trabajo el género Hyptis es el que figura con la
especie Hyptis brevipes, de la cual se ha reportado la presencia de 5,6-dihidro-a-
pironas con un anillo de ciclopropano y con un anillo de tetrahidrofurano
presentando algunos de estos compuestos actividad citotdxica selectiva contra la

linea celular de carcinoma nasofaringeo KB (Suarez-Ortiz, 2013).

Basados en la informacion obtenida en los estudios previos mencionados, en este
trabajo se busco identificar 5,6-dihidro-alfa-pironas en las diferentes colectas de la
especie Hyptis brevipes, bien sea, ya reportadas en la literatura o estructuras
novedosas, también se evalué su actividad biolégica mediante la inhibicién del

crecimiento de células derivadas de carcinomas humanos.
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2 ANTECEDENTES

2.1 Generalidades de la familia Lamiaceae.

La familia Lamiaceae es muy diversa, ya que en ella se incluyen 236 géneros y
7173 especies. Su distribucion es cosmopolita a excepcion de regiones mas frias,
se localiza en zonas templadas, particularmente en el Mediterraneo, en Asia
central y China, ademéas de Sudamérica y Africa tropical (Suarez-Ortiz, 2013). En
México, como se presenta en la Figura 1, se encuentra distribuida particularmente
a lo largo de las zonas montafiosas y de manera primordial en el eje neovolcanico

transversal (Martinez, 2013).

10°00"W 100°0'0"W 20°0°0"W
1 1 1

=

3000°N
n

2000"N
n

T T T
110°00"W 100°0°0"W 20°0°0"W

Figura 1. Distribucion de la familia Lamiaceae en México (Martinez, 2013).

La familia es una de las mas diversas de la Republica Mexicana, solo después de
las familias Asteraceae, Fabaceae, Poaceae, Orchidaceae, Cactaceae,
Euphorbiaceae y Rubiaceae (Martinez, 2013), y esta representada por 512
especies y 27 géneros que pertenecen a seis tribus, de las cuales, la mas diversa

es Menthae. En cuanto a su riqueza, la mas distintiva es Alviae aunque solo
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cuenta con dos géneros, pero que constituyen el 64% del total de las lamiaceas en

México (Ramamoorthy, 1998).

La particularidad de la familia Lamiaceae, también llamadas labiadas (que le
otorga su amplia distribucidn), es su caracteristico labio inferior, el cual presenta
tres I6bulos en los que aterrizan los insectos (los mayores polinizadores de esta
familia). Para garantizar la polinizacion, las lamiaceas producen mucho néctar, a
menudo en un disco nectarifero ubicado en la base del ovario, y para facilitar la
polinizacién presentan sus estambres aplicados sobre el labio superior de la corola
(Figura 2), con sus anteras dirigidas hacia adelante, de tal forma que cuando los
insectos se posan sobre el labio inferior (que actia como plataforma) impregnan
su dorso con el polen. Entonces, cuando penetran en otra flor provocan la
polinizacién que resulta favorecida en las flores receptivas por un estilo a menudo

arqueado y sobresaliente (Izco, 1998).

Figura 2. (A) Flor, (B) Corte longitudinal de la corola.

2.2 Caracteristicas botanicas del género Hyptis.

En México se encuentran 8 de los 27 géneros en los que se agrupan 33 especies,

siendo 22 de ellas endémicas de México (Ramamoothy, 1998).

Principalmente prosperan en matorrales (42.85%) y bosques tropicales

caducifolios (34.28%), pero se localizan en la mayoria de los tipos de vegetacion
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de México, incluyendo dunas y desiertos, 60% de las especies son hierbas,
37.14% son arbustos y 2.85% son definidos como sufratices. Los estados con
mayor diversidad son Chiapas (18 especies), Veracruz (16 especies), Guerrero
(15 especies), Oaxaca (14 especies), Jalisco y Nayarit (12 especies). En la
Republica Mexicana, el género Hyptis ocupa el cuarto lugar, después de Salvia,
Scutellaria y Stachys, con un endemismo importante del 40%, donde sobresalen
siete especies pertenecientes a la seccidon Laniflorae, con distribucion destacada
en la peninsula de Baja California, de las cuales seis son endémicas (Martinez,
2010).

Las especies del género Hyptis son hierbas anuales o perennes, arbustos o
pequefios arboles; glabros o con tricomas simples o estrellados; tallos erectos o
postrados, ramificados. Sus hojas son simples, ovadas a lanceoladas, rombico-
lanceoladas o lineal-lanceoladas, margen generalmente dentado. Inflorescencias
tirsoides, axilares, en cimas laxas o congestionadas, pedunculadas o sésiles;
bracteas conspicuas o inconspicuas, en el primer caso, ovadas o lanceoladas, a
veces formando un involucro. Flores pediceladas o sésiles; caliz actinomorfo,
campanulado, infundibuliforme o tubular, 5-dentado, acrescente en el fruto; corola
zigomorfa, bilabiada, tubular, labio superior erguido, emarginado o bilobado, el
inferior deflexo, trilobado, el I6bulo central reflexo, generalmente cuculiforme;
estambres, didinamos, unidos en el tubo de la corola a diferentes alturas, exertos,
declinados, filamentos libres; estilo ginobasico, estilopodio presente o ausente;
estigma bifido, I6bulos estigmaticos glabros. Nuculas ovoides a oblongas, lisas o
rugosas (Martinez, 2013).

En la Figura 3 se muestran imagenes de diferentes plantas pertenecientes al
género Hyptis, en ellas se pueden observar algunas de las caracteristicas antes
descritas para este género. Muchas especies del género Hyptis son utilizadas
ampliamente como plantas medicinales, pero también como condimento en la
cocina por sus diversas propiedades, en la Tabla 1 se indican algunos de los usos

para diversas especies.
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Hyptis cuniloides Epling
Hyptis crassifolia Mért. ex Benth.
A

—_»
~

i
>

-~
A

Figura 3. Diferentes especies del género Hyptis.
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Tabla 1. Principales usos de diversas especies del género Hyptis.

Especie Uso
Hyptis Contra afecciones gastrointestinales, como
albida repelente de insectos y antiséptico.
Hyptis Como antifungico, antibacteriano, agente
brevipes intercalante del ADN y contra el asma.
Hyptis Contra el resfriado, fiebre y asma; como
capitata antifngico y hemostatico.

En trastornos gastrointestinales; contra
Hyptis infecciones de la piel, malaria, conjuntivitis,
mutabilis paludismo, flatulencias, menstruaciéon excesiva; y

como antiparasitario.

Como antibacteriano y antifangico; en la

Hyptis - -,
) nasofaringitis, congestion pulmonar y trastornos
pectinata . :
gastrointestinales.
Hyptis Como antiséptico, carminativo, insecticida, contra
spicigera la Ulcera gastrica e infecciones de la piel.
Hyptis Aperitivo, contra la bilis y el estrefiimiento; y como

suaveolens estimulante, carminativo y antiespasmaodico.

Contra el reumatismo; en infecciones
gastrointestinales y de la piel; como expectorante;
y contra el resfriado y la fiebre.

Hyptis
verticillata

2.3 Metabolitos del género Hyptis.

Estudios previos sobre la quimica de las especies del género Hyptis han permitido
aislar metabolitos de tipo diterpenoide, flavonoide, lignano y alfa-pironas (Deng,
2009).

Aunque los metabolitos mencionados anteriormente son los mas abundantes en el

género, en la especie Hyptis suaveolens se han logrado identificar algunos




ANTECEDENTES

glucésidos como: L-fucosa, D-xilosa, D-manosa, D-galactosa, y 4-O-metil-D-
glucurénico (Gowda, 1984). También se han identificado aminoécidos como:
treonina, valina, arginina, serina, metionina, alanina, glutamina, isoleucina y
leucina en los tallos; por otro lado, en los frutos se han identificado, fenilalanina,

glicina, triptéfano, lisina y prolina (Tiwari, 1979).

2.3.1 Terpenoides.

En los aceites esenciales obtenidos del género Hyptis se han identificado
monoterpenos como a-pineno y sabieno; y también sesquiterpenos como a-

humuleno y B-cariofileno (Kini, 1993).

Otro tipo de terpenos que se han identificado son los diterpenos, estos son uno de
los compuestos mas abundantes en el género, algunos de tipo abietano como

carnosol, rosmanol y metilrosmanol (Mukherjee, 1984).

Los triterpenos representan el grupo de metabolitos secundarios de las especies
del género Hyptis mas abundantes y ampliamente distribuidos, se trata de
derivados pentaciclicos con diferentes grados de oxidacion que corresponden a

las series lupano, oleanano y ursano (Pereda-Miranda, 1988).

La actividad citotoxica observada en algunos estudios quimicos de los extractos
organicos de la familia de las labiadas se relaciona con la presencia de
importantes cantidades de triterpenos moderadamente citotoxicos, entre los que
destacan los acidos 2a-hidroxiursolico, betulinico, lupeol, oleandlico, pomdlico y
ursolico (Pereda-Miranda, 1995).

2.3.2 Flavonoides.

Las flavonas también han podido identificarse en el género Hyptis, de la especie
Hyptis verticillata, se aisl6 la sideritoflavona, metabolito con importante actividad

contra el carcinoma epidermoide oral humano (Novelo, 1993).
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Esta también inhibe a la enzima prostaglandina sintetasa y presenta un efecto
antiserotoninérgico (Kuhnt, 1995). Otras dos flavonas aisladas son la cirsilineol y

cirsimaritina con actividad moderada contra Helicobacter pylori (Isobe, 2006).

2.3.3 Lignanos.

En el género Hyptis también se han identificado algunos compuestos de tipo
lignano, este grupo incluye a la podofilotoxina, conocido por ser un precursor
importante para la semisintesis de derivados utilizados como agentes
guimioterapéuticos en el tratamiento contra el cancer testicular y leucemia
(Charlton, 1998).

Asimismo, la desoxipodofilotoxina aislada de Hyptis tomentosa presenté una
potente actividad citotéxica contra la linea celular KB (Kingston, 1979). Por otro
lado, de un estudio diferente sobre Hyptis verticillata se aislaron la -
apopicropodofilina y la dimetildesoxi-podofilotoxina que presentaron una actividad

citotoxica contra células murinas de leucemia linfocitica P-388 (Novelo, 1993).

2.3.4 5,6-dihidro-alfa-pironas.

Las 5,6-dihidro-alfa-pironas representan otro grupo de metabolitos presentes en
Hyptis, estos compuestos presentan en su nucleo un anillo de &-lactona-a,[3-
insaturada con sustituyentes alquilo, alquenilo o arilo en posiciones C-6 y
ocasionalmente sustituciones en el nacleo base (Figura 4). Una gran variedad de
estos compuestos son biolégicamente activos, exhibiendo una importante
citotoxicidad contra diferentes lineas de células tumorales y/o actividad
antimicrobiana (Collett, 1998).

El poder alquilante de los metabolitos se atribuye al nucleo de la &-lactona-a,[3-
insaturada (Figura 4), siendo ademas estructuralmente analoga al grupo

farmacoforico de la pironetina (Rojas, 1992).

La pironetina (Figura 5) es un compuesto que ha demostrado una potente

actividad antitumoral, el mecanismo de accion mediante el cual ejerce su efecto
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farmacoldgico es a través de una adicion tipo Michael en la subunidad a del
dimero de tubulina. La reaccion se lleva a cabo entre el nitrdgeno terminal de la
lisina-352 con la posicibn C-4 del doble enlace del sistema lacténico a,B-
insaturado, mientras que la cadena lateral interacciona por medio de enlaces de
hidrogeno con los grupos funcionales de los aminoacidos cercanos al sitio de
accion. La pironetina ha llegado a la fase clinica Il y se estima que esta molécula

puede presentar una toxicidad asociada a su capacidad de generar estas uniones
covalentes irreversibles (Usui, 2004).

O

-lllllllo

H

Figura 4. Estructura del anillo de la &-lactona-a,B-insaturada.

O

/

Figura 5. Estructura de la pironetina.

De este género se han reportado diferentes analogos de 5,6-dihidro-alfa-pironas,
por ejemplo: de la especie mexicana Hyptis oblongifolia se han asilado cuatro
derivados y particularmente la 4-deacetoxi-10-epi-olguina presenté actividad

citotoxica significativa en diversas lineas celulares de cancer (Delgado, 1985).
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Otra 5,6-dihidro-alfa-pirona aislada del género Hyptis es la espicigerélida, obtenida

de las partes aéreas de Hyptis spicigera (Fragoso-Serrano, 2000).

De Hyptis pectinata se han logrado aislar una serie de pectinélidas (A-C), con
actividad citotdéxica y antimicrobiana (Pereda-Miranda, 1993). Posteriormente, se
identificaron a las pectindlidas D-G (Boalino, 2003) y a la pectindlida H (Fragoso-
Serrano, 2005).

La primera 6-alquenil-5,6-dihidro-alfa-pirona aislada en la familia de las labiadas
es la hiptdlida obtenida a partir de Hyptis pectinata (Achmad, 1987).

Previamente, de Hyptis brevipes se han aislado diferentes derivados, con nucleo
de ciclopropano y una cadena que se extiende con el grupo cinamoilo que
esterifica al hidroxilo de la posicion C-6’ de la cadena lateral, los cuales fueron

designados como brevipolidas A-F (Deng, 2009).

Posteriormente, en otro estudio se encontraron cinco compuestos derivados de
5,6-dihidro-alfa-pironas con anillo de tetrahidrofurano, algunos de estos
compuestos presentaron actividad citotoxica selectiva contra la linea celular de

carcinoma nasofaringeo KB (Suarez-Ortiz, 2013)

Tanto farmacdélogos como quimicos organicos dedicados a la sintesis se han
interesado en derivados de las 6-heptenil-5,6-dihidro-alfa-pironas por su similitud
estructural con agentes citotéxicos como la pironetina, ya que podrian presentar

una actividad alquilante relevante.

2.4 Biosintesis de las 5,6-dihidro-alfa-pironas.

El inicio en la investigacion de la biosintesis de derivados de las 5,6-dihidro-alfa-
pironas incluye al acido parasérbico, la aspirona, la psitolina y la pironetina. La ruta
biosintética de la pironetina (Figura 6), propone la formaciéon de la cadena
policétida lineal de 14 carbonos. Se concluy6 que la pironetina deriva de cuatro
unidades de acetato, dos unidades de propionato, una de butirato y una unidad de

metilo proveniente de la metionina (Kobayashi, 1994).
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* *

CH,COONa

®
CH3CHchONa

*
CH3(CH2)2COON3 *

CH; METIONINA (P

Figura 6. Biosintesis propuesta de la pironetina.

2.5 Hyptis brevipes.

2.5.1 Descripcion y caracteristicas botéanicas.

Se trata de una planta erecta anual, llega alcanzar hasta 1 m de altura, con el
tipico tronco cuadrado de las labiadas, a menudo muy peluda. Las hojas son
gruesas y peludas en las dos superficies, estrechamente ovoides o lanceoladas de
5-7 cm de longitud y 2 cm de ancho, cuneadas en la base. La inflorescencia es un
racimo denso globuloso de 14 mm de diametro sobre un pedunculo de alrededor
de 1 cm de longitud, en la mayoria de las axilas de las hojas. Tiene corola blanca
de cinco Iébulos irregulares de 5 mm de longitud. El caliz mide 4 mm de longitud,
también cuenta con cinco lobulos finamente dentados. Las semillas son ovoides
café obscuro de 1 mm de longitud, estriado con la cicatriz visible (Figura 7)
(Parker, 2007).

12



ANTECEDENTES

2.5.2 Biologiay Ecologia.

Hyptis brevipes es una planta que prospera en areas de cultivo (Figura 8), también
crece en los bordes de bosques, tierra humeda y cultivos de arroz; se ve
ampliamente favorecida por la humedad continua, sin estacion seca prolongada
(Parker, 2007).

ol
4,’

L1

v

Figura 8. Crecimiento de Hyptis brevipes.
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2.5.3 Clasificacion Taxondmica.

Del griego Hypo, abajo, con relacidén a la posicion del labio inferior de la corola

(Harley, 2004). Esta clasificacién taxonGmica se resume en la Tabla 2.

Tabla 2. Taxonomia de Hyptis brevipes.

Reino Plantae
Subreino Viridaeplantae
Infrareino Streptophyta

Division Tracheophyta
Subdivision Spermatophytina
Infradivision Angiospermae

Clase Magnoliopsida

Superorden Asteranae

Orden Lamiales

Familia Lamiaceae

Género Hyptis

Especie brevipes

2.5.4 Distribucion.

Hyptis brevipes es una planta originaria de la region de América tropical, pero
actualmente se encuentra ampliamente distribuida en otras regiones tropicales del
mundo como una especie exoética invasora (Deng, 2009). Aunque su distribucién
parece casi estrictamente tropical, hay cierta ocurrencia en la region subtropical
del sur de Brasil. Es nativa en paises de América como: Argentina, Bolivia, Brasil,
Colombia, Guyana, México, Cuba, Paraguay, entre otros. Hyptis brevipes también
ha sido naturalizada en Asia en paises como Indonesia, Malasia, Filipinas,
Singapur, Taiwan, Tailandia y Vietnam. Otro continente donde se localiza es
Africa, particularmente en Gabon (Figura 9) (http://www.discoverlife.org).

14
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Figura 9. Distribucién mundial de Hyptis brevipes.

2,55 Usos Tradicionales.

Los estudios biolégicos con extractos crudos de Hyptis brevipes han demostrado
su eficacia sobre la inhibicion del crecimiento de bacterias y hongos, asi como
agentes intercaladores del ADN (Deng, 2009).

También se han realizado estudios con los aceites esenciales de la planta
mediante CG-EM, en ellos se identificaron algunos derivados del cariofileno: alfa-
cariofileno o humuleno, beta-carofileno y Oxido de cariofileno; éstos son
sesquiterpenos biciclicos, que en conjunto son los responsables de la actividad
antimicrobiana demostrada por la esencia. Particularmente el 6xido de cariofileno
actia como insecticida y antifangico, por lo cual también ha sido utilizado
tradicionalmente en la conservacion de cereales y como repelente de mosquitos
(Bhuiyan, 2010).

En la medicina tradicional el aceite de esta planta se ha utlizado para el
tratamiento de la malaria y el asma. Recientemente, Hyptis brevipes también

mostré una actividad significativa como agente antioxidante (Xu, 2013).
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Los aceites obtenidos de diferentes especies de Hyptis se han utilizado en la
cosmeética y como saborizantes, entre otros usos, de tal manera que han motivado

el inicio de diversos estudios quimicos (Piozzi, 2009).

2.6 Métodos de analisis.

2.6.1 Cromatografia de Liquidos.

La cromatografia de liquidos se defini6 en 1900 por el botanico ruso, Mikhalil
Tswett. Sus primeros estudios se centralizaron en la separacion de compuestos
(pigmentos), extraidos de plantas utilizando disolventes, para ello utilizaba una
columna de vidrio empacada con particulas de tiza (carbonato de calcio) y
alumina. Coloc6 su muestra (el extracto obtenido de la planta con el disolvente)
en la columna y éste atraveso la cama de particulas, seguido de disolvente puro
(Figura 10).

A medida que la muestra pasé a través de la columna por gravedad, se dio la
separacion analitica de los compuestos debido a la fuerza de atracciéon quimica
diferente entre cada compuesto con las particulas. Se defini6 como fase movil a la

porcién de disolvente en movimiento y como fase estacionaria a las particulas.

Tswett acuiid el nombre de cromatografia (del griego chroma: color, y graph:

escritura; la escritura de color) para describir su colorido experimento.

Extracto de la |

planta en \ ol
disolvente ’

Figura 10. Experimento de Tswett's.
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2.6.1.1 Técnicas de Cromatografia de Liquidos (CL).

En general, la cromatografia de liquidos se puede realizar utilizando técnicas
planas o técnicas de columna. La cromatografia de liquidos en columna es la mas
potente y tiene mayor capacidad para la muestra. En todos los casos, la muestra

se disuelve primero en un liquido.

2.6.1.1.1 Cromatografia en Capa Fina (CCF).

Se trata de una técnica plana en la que la muestra fluye a través de una capa
delgada de particulas cromatograficas (fase estacionaria) fijadas sobre la
superficie en una placa de vidrio (Figura 11). El borde inferior de la placa se coloca
en un disolvente. El flujo es creado por la accion capilar del disolvente (fase movil)

que se difunde en la capa de particulas secas.

Solvent Solvent

Inicial Final

Figura 11. Cromatografia en capa fina (CCF).

2.6.1.1.2 Cromatografia en Columna.

En esta técnica la muestra pasa por una columna que contiene particulas
adecuadas para el tipo de separacion que se desee (fase estacionaria) y el
disolvente (fase movil) que fluye a través de la columna. Los compuestos de la
muestra se separan por viajar a diferentes velocidades a través de la columna. Se

utilizan diversos disolventes para la separacion de los compontes (Figura 12).

e
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Muestra Diferentes Disolventes

/A - “ A

3 [

Figura 12. Cromatografia en columna.

Algunas columnas no pueden soportar la presion, por lo cual el flujo se logra
mediante gravedad o vacio, como en las columnas de vidrio abiertas.
Generalmente, las particulas en este caso son mas grandes de didmetro (> 50
micras) de modo que hay menos resistencia al flujo. Las particulas mas pequefias
(< 10 micras) presentan mayor resistencia al flujo, por ello se necesitan presiones
mas altas para crear la tasa de flujo de disolvente deseada. Se utilizan bombas y
columnas disefiadas para soportar una alta presion para el fluir del disolvente a

través de la columna cromatografica, esta técnica se denomina HPLC.

2.6.1.1.3 Cromatografia de Liquidos de Alta Eficiencia (HPLC).

Las siglas HPCL fueron acufiadas por Csaba Horvath e indican el hecho de que se
utiliza alta presion para generar el flujo necesario para la cromatografia de liquidos
en columnas. La técnica realmente comenzo6 a tomar fuerza a mediados y finales
de la década de 1970 debido a su alta eficiencia. Actualmente es una de las
herramientas mas poderosas en la quimica analitica. Tiene la capacidad de
separar, identificar y cuantificar los compuestos que estan presentes en una gran
variedad de muestras que se pueden disolver en un liguido. Hoy en dia,
compuestos en concentraciones tan bajas como partes por billén (ppb) pueden ser

facilmente identificados. Esta técnica se ha aplicado a casi cualquier muestra,

e
18




ANTECEDENTES

tales como productos farmaceéuticos, alimentos, cosméticos, matrices ambientales,
muestras forenses, productos quimicos industriales y naturales, entre otros.

El sistema por el cual trabaja la cromatografia de liquidos de alta eficiencia parte
de un depdsito que contiene el disolvente (fase movil), luego una bomba de alta
presion que funciona como un sistema que suministra el disolvente y se utiliza
para generar un flujo especifico. Luego existe un inyector, el cual es capaz de
introducir (inyectar) la muestra en la corriente de la fase moévil que fluye
continuamente por la columna que contiene el material cromatogréafico
empaquetado necesario para efectuar la separacion, este material de
empaguetamiento se llama fase estacionaria. También se requiere de un detector
para ver las bandas de los compuestos separados, ya que la mayoria de los
compuestos no tienen color. Posteriormente, la fase movil sale del detector y

puede ser enviada a los residuos o ser colectada.

Con respecto al detector, éste se encuentra conectado a una computadora, que es
el componente del sistema que registra la sefial necesaria para generar un
cromatograma en la pantalla y para identificar y cuantificar la concentracién de los
constituyentes de la muestra. Los detectores utilizados son diferentes,
dependiendo de las caracteristicas de los compuestos, si un compuesto puede
absorber luz ultravioleta, se utiliza un detector de absorbancia UV. Si el compuesto
emite fluorescencia, se utiliza un detector de fluorescencia, etc., este proceso se

ejemplifica en la Figura 13.

Columna con
Material de Empaquetamiento

PO —— Cromatograma

—o
Inyector
EHim
,.L Computadora
Depdsito con
Fase Movil SRENEN
Bomba Detector

Residuos

Figura 13. Sistema HPLC.
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El modo en el que se lleva a cabo la separacion de los compuestos es el siguiente:
La fase modvil entra en la columna y pasa a través de ella, después de unos
minutos, los componentes se desplazan de manera diferente, esto es porque
existe una competencia entre la fase movil y la fase estacionaria para la atraccion
de cada uno de los componentes o analitos. Dado que cada banda de compuestos
se mueve a una velocidad diferente, es posible separar e identificar por

cromatografia (http://www.waters.com).

2.6.2 Resonancia magnética nuclear (RMN).

La resonancia magnética nuclear fue descubierta en el afio 1945-1946 por dos
grupos de fisicos, pero actualmente es una técnica utilizada en diversos campos.
Se ha popularizado entre la Fisica, Quimica, Bioquimica, Farmacia, Fisiologia,
Veterinaria, Medicina, entre otras. Particularmente, es utilizada sobre todo por los
guimicos como herramienta para la elucidacion de la estructura y la confirmacion
de los compuestos sintetizados y naturales. La energia irradiada soélo puede
interactuar con el estado cuéntico de espin nuclear, si un campo magnético
producido artificialmente afecta a la generacion de dos niveles de energia

diferentes, puede medirse (Holzgrabe, 2008).

Un protén esta cargado de particulas elementales y su movimiento se traduce en
la generacion de un campo magnético, por lo tanto, los protones podrian ser
descritos como imanes elementales. El fendbmeno de resonancia magnética
nuclear se puede describir de la siguiente manera: si una muestra se coloca en un
campo magnético y se somete a energia de radiofrecuencia (RF) de radiacién
(energia) a la frecuencia apropiada, los nucleos en la muestra puedan absorber la

energia.

La frecuencia de la radiacion necesaria para la absorcion de la energia depende
de tres factores. Primero, la caracteristica del tipo de nicleo (por ejemplo, *H o
13¢C). Segundo, la frecuencia depende del entorno quimico del ndcleo. Por ejemplo,

los protones de metilo e hidroxilo de metanol absorben a diferentes frecuencias, y

e
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los protones amida de dos residuos de triptdfano diferentes en una proteina nativa
absorben a diferentes frecuencias ya que estan en diferentes ambientes quimicos.
La frecuencia también depende de la ubicacidén espacial en el campo magnético si
ese campo no es uniforme en todas partes. Después de la absorcion de energia
por los nucleos, la longitud de tiempo y la manera en que los nucleos disipan la
energia también se puede utilizar para revelar informacion sobre una variedad de

compuestos (James, 1998).

2.7 Ensayo de Citotoxicidad.

Las investigaciones iniciales sobre plantas utilizadas para el tratamiento del
cancer, son generalmente ensayos basados en lineas celulares, en las que el
efecto toxico de los extractos de plantas o compuestos aislados puede ser medido.
Segun el Instituto Nacional del Céncer (INC), los extractos de plantas y
compuestos puros que presentan valores de actividad citotoxica DEso <30 ug/mL y
<4 ug/mL, respectivamente, se consideran activos (Alonso-Castro, 2011).

2.7.1 Fundamento del ensayo de sulforodamina B.

La sulforodamina B (SRB) es un colorante fluorescente usado ampliamente en las
ciencias bioldgicas, incluyendo los estudios in vivo. Particularmente, se ha
utilizado considerablemente como medio de contraste en las ciencias biologicas.
El ensayo con SRB es un método bien conocido para medir la citotoxicidad

inducida por un farmaco y la proliferacion celular in vitro (Kitamura, 2013).

El ensayo se basa en que la sulforodamina B (colorante de aminoxantano, rosado
brillante) posee dos grupos sulfénicos -SOs- (Figura 14) cargados negativamente,
los cuales, son capaces de unirse electrostaticamente a cationes. Entonces, en
condiciones &cidas (disuelta en acido acético 1%), la SRB aumenta su afinidad por
los aminoacidos béasicos de las proteinas, y se fija selectivamente a éstos,

proporcionando una relacion del contenido de proteina celular.
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Figura 14. Estructura de la sulforodamina B.

Las células son previamente fijadas con acido tricloroacético (TCA),
posteriormente se elimina el colorante no fijado, mientras que el colorante unido a
las células viables se extrae con medio alcalino (Solucion de Tris pH 10.5) y para
la determinacion de la densidad dptica se lee la absorbancia a 564 nm en una

placa de microtitulacién de 96 pozos (Skehan, 1990).

La evaluacién colorimétrica proporciona una estimacion de la masa total de
proteina que esta relacionada con el nUmero de células. EI método ha sustituido a
los ensayos con tetrazolium ya que presenta un considerable nimero de ventajas
como: mejor linealidad, mayor sensibilidad y menor costo (Papazisis, 1997).
Ademas, proporciona un punto final colorimétrico que es no destructivo,

indefinidamente estable y visible a simple vista (Skehan, 1990).
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3 HIPOTESIS

En la busqueda de compuestos novedosos de origen natural, el conocimiento
etnobotanico y la informacién quimiotaxondmica han sido importantes
herramientas de informacidén acerca de los usos y actividad biolégica del género
Hyptis. En este caso, de la especie Hyptis brevipes se espera que, partiendo de
procesos de fraccionamiento empleando diferentes disolventes y metodologias, se
obtendran diversas fracciones en donde se concentraran e identificaran
compuestos de tipo 5,6-dihidro-alfa-pironas, por lo cual, estas fracciones
presentaran la inhibicion del crecimiento de células derivadas de carcinomas de

humano.
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo general.

Esta investigacibn tiene como objetivo general registrar los perfiles
cromatograficos de diferentes fracciones de la especie Hyptis brevipes, para asi,
identificar a las 5,6-dihidro-alfa-pironas presentes y determinar la actividad

bioldgica de las fracciones como agentes anticancerigenos.

4.2 Objetivos especificos.

4.2.1. Obtener los extractos de diclorometano de cada una de las diferentes
colectas de Hyptis brevipes.

4.2.2. Realizar el fraccionamiento de los extractos mediante procesos
cromatograficos y/o métodos de particion.

4.2.3. Establecer los perfiles cromatograficos de las fracciones que presenten
sefiales caracteristicas de 5,6-dihidro-alfa-pironas en el analisis por RMN.

4.2.4. ldentificar a las 5,6-dihidro-alfa-pironas en las fracciones mediante el uso de
HPLC, utilizando como referencia compuestos previamente aislados de la
misma especie.

4.2.5. Evaluar la citotoxicidad de las fracciones en donde se identificaron a las 5,6-
dihidro-alfa-pironas sobre las lineas celulares MCF-7 (carcinoma de mama)
y KB (carcinoma nasofaringeo).

4.2.6. Aislar a los compuestos novedosos bioactivos a partir de las fracciones de

Hyptis brevipes y elucidar su estructura molecular.
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5 PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

5.1 Material vegetal.

Se trabajo con siete colectas de las partes aéreas de la especie Hyptis brevipes,

todas ellas provenientes del estado de Veracruz, pero de diversas zonas y fechas,

la identificacion y la recoleccién del material vegetal se realizd por la bidloga

Adriana Hernandez Rojas. Los ejemplares de las especies se depositaron en el

Herbario del Instituto de Ecologia en Xalapa, Veracruz. Los datos de cada colecta

se presentan en la Tabla 3.

5.2 Extraccion del material vegetal.

Cada colecta se secd, se moli6 y se someti6 a un proceso de maceracion

exhaustiva con diclorometano. Al término de cada una de las extracciones, los

macerados se filtraron y se concentraron a sequedad a presion reducida, los

rendimientos obtenidos se resumen en la Tabla 3.

Clave

Tabla 3. Datos de las colectas de Hyptis brevipes.

Lugar de
colecta

Miradores del

Mar, E. Zapata.

El castillo, El
lencero
Miradores del
Mar, E. Zapata
Dos Rios, E.
Zapata.
Dos Rios, E.
Zapata.
Miradores del

Mar. E. Zapata.

Carretera
Federal 125
Angostillo.

Fecha de
colecta

20-Nov-11

21-Nov-10

06-Dic-10

13-Nov-11

20-Nov-11

04-Dic-09

08-Ene-13
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Voucher

XAL

00001400

XAL
0001416
XAL
0001460
XAL
0001403
XAL
0001401
XAL
0000291

XAL
0001395

Material

vegetal

@)
4033.9

100.3
100.0
100.0
100.1

283.1

883.52

Extracto
CH,ClI,
9)

178.0
5.7
2.1
4.4
3.9

16.1

41.0




PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

5.2.1 Fraccionamiento primario del extracto organico A.

Los extractos de las colectas identificadas con las claves A y B se sometieron a un
fraccionamiento primario con metanol para separar a los triterpenos mediante su

precipitacion.

La metodologia consistié en la disoluciébn de un gramo de extracto en 50 mL de
metanol, se dej6 reposando a una temperatura < 0°C durante dos dias y
enseguida se filtr6 con vacio. El solido obtenido se lavé con metanol frio y el
filtrado se concentré en el rotaevaporador hasta aproximadamente la mitad de su
volumen original, se dejé reposando nuevamente a una temperatura < 0°C por un

dia mas.

Por ultimo, se realiz6 una segunda filtracion para asegurar la eliminacion de la
mayor parte de componentes de baja polaridad y se concentr6 a sequedad en el
rotaevaporador obteniéndose 88.7 g de un residuo verdoso libre de triterpenos de

la colecta Ay 2.0 g de la colecta B.

5.2.2 Fraccionamiento por particion de los extractos organicos B-G.

Los extractos totales obtenidos de las colectas con clave B-G se fraccionaron
mediante un proceso de particion. Se disolvieron 2 g de cada extracto en 75 mL de
hexano, para mejorar la disolucién se dejé por 30 min en agitacion magnética.
Posteriormente, se realizaron extracciones por triplicado con una mezcla de
MeOH-H,0 (4:1).

La fraccion de MeOH-H,O (4:1) se concentr6 en el rotaevaporador
aproximadamente a una quinta parte. A continuacién, se llevd a cabo una
extraccidén con acetato de etilo, y finalmente se concentraron a sequedad cada una

de las fracciones.

En la Figura 15 se describe el proceso de particion y en la Tabla 4 se muestran los
pesos obtenidos de cada una de las fracciones obtenidas.
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1) Hexano
2) MeOH-H.04:1 X3

1) Concentracion 1/5
2)AcOEt X 3

Figura 15. Proceso de particion de las colectas con las claves B-G.

FRACCION v @ @ @ @ @
Hexano 0.75 0.78 0.97 1.49 5.86 7.35
AcOEt 0.52 0.55 0.58 1.09 2.83 11.92

MeOH-H,O 0.09 0.09 0.21 0.17 0.49 1.16
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5.3 Técnicas Cromatogréficas.

5.3.1 Fraccionamiento secundario por cromatografia en columna abierta

del extracto organico A.

Dentro de las técnicas analiticas utilizadas se encuentra la cromatografia en
columna abierta. Esta técnica se utilizd para el fraccionamiento secundario del
extracto organico A. Para ello, partiendo de la fraccion libre de triterpenos de la
colecta A se consider6 el tamafio de la columna a utilizar, ya que mientras mejor
resolucion se lograra, la separacion de los compuestos seria mejor. Se trabajé con
una columna de 78 cm de altura por 4.75 cm de radio, resultando un volumen de
5528.81 cm®.

Ecuacion Sustituyendo
V = nr’h donde; V = (3.1416)(4.75¢m)?*(78cm)
n=3.1416 V =5528.81 cm3
r =radio
h= altura

Para empacar la columna se emple6 gel de silice 60 Merck (70-230 mesh) como
fase estacionaria, en una relacion 1:17.5. La fraccion de metanol libre de
triterpenos se disolvié en CH,Cl,, luego se absorbié en 150 g de gel de silice y se
dej6é secar. Enseguida, la columna cromatografica se empacé con una suspension
de 1400 g de gel de silice en hexano. Finalmente, se realizé la siembra del punto
de aplicaciéon. Para proceder a la resolucion de la muestra, se colectaron eluatos
de 500 mL, el proceso de elucién se inicié con hexano y posteriormente se utilizé
un gradiente de polaridad con mezclas de hexano-diclorometano, diclorometano-

acetona y acetona-metanol para finalizar con metanol.

En la Tabla 5, se resume este fraccionamiento, asi como los sistemas de elucion

empleados.
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Tabla 5. Fraccionamiento secundario del extracto organico A de Hyptis brevipes.
Fraccion  Fase Moévil  Proporcion Fraccion = Fase Movil  Proporcion

1-3 Hexano 100 % 68-71 45:55

4-7 7:3 72-75 4:6
8-11 e 11 76-79 CH,Cl- 35:65
12-15 3.7 80-83 Acetona 3.7
16-19 CH,Cl, 100 % 84-87 2:8
20-23 97:3 88-91 1:9
24-27 94.6 92-95 Acetona 100 %
28-30 91:9 96-99 9:1
31-36 88:12 100-103 8:2
37-40 85:15 104-109 7:3
41-43 CH,Cl,- 8:2 110-113 6:4
44-47 Acetona 75:25 114-116 A&Ztg”:‘ 1:1
48-51 7:3 117-119 4:6
52-55 65:35 120-122 3:7
56-59 6:4 123-125 2:8
60-63 55:45 126-128 1:9
64-67 1:1 129-135 MeOH 100 %

5.3.2 Cromatografia en Capa Fina (CCF).

El seguimiento del fraccionamiento indicado en el inciso 5.3.1 se realizé6 mediante
una cromatografia en capa fina, se manejaron cromatoplacas de aluminio
recubiertas con gel de silice 60-F,s4 (Merck), estas se observaron en la camara de
luz UV a dos diferentes longitudes de onda (254 nm y 365 nm) para detectar a los
componentes presentes en las muestras, posteriormente, estas placas fueron
reveladas con una solucion cromogena de H,SOg4-sulfato cérico, desarrollando

color por calentamiento en una patrrilla.

Cada una de las 135 fracciones se analiz6 por CCF, para ello, se eligieron los
sistemas de fase movil que permitieran la mejor resoluciéon de los componentes

presentes en cada fraccion, reuniéndose aquellas similares y obteniéndose a cabo

s
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de este proceso un conjunto de 9 fracciones finales (Tabla 6). En la Figura 16 se

presenta el proceso total mediante el cual se llegd a las fracciones finales.

NUmero de Reuniéon de NUmero de Reuniéon de
fraccién fracciones fraccion fracciones
1-2 37-40 AF

AA
3 41-70
4-11 71-92 AG
12-16 AB 93-101
17 102-105
18-23 106-111
AC AH
24-26 112-121
27-30 AD 122-129
31-36 AE 130-135 Al

Fraccionamiento MeOH
Primario <0°C

Fraccionamiento | Columna
Secundario Abierta

Figura 16. Proceso de obtencion de las fracciones finales del extracto organico A.

——————————
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5.3.3 Cromatografia de Liquidos de Alta Eficiencia (HPLC) a nivel analitico.

Se establecieron las condiciones analiticas para el desarrollo de un 6ptimo perfil
cromatografico y por lo tanto establecer la informaciébn adecuada para la
identificacion de 5,6-dihidro-alfa-pironas en cada fraccién analizada.

Para ello se utilizaron diferentes condiciones en fase reversa y el sistema que
permitié la mejor resolucion de los picos, asi como sus tiempos de retencidon es

resumido en la Tabla 7.

Tabla 7. Condiciones utilizadas en HPLC a nivel analitico.

Variable Condicion
Fase estacionaria Symmetry C-18 (4.6 x 250 mm x 5um)
Fase movil Acetonitrilo-Agua (4:6)
Flujo 0.4 mL/min
Detector UV, A: 254 nm
Volumen de inyeccion 20 pL

Concentracion de muestras y

N S—— 1 mg/100 pL = 0.01 mg/puL

5.3.4 Preparacion de referencias y muestras de analisis.

Para poder identificar a las 5,6-dihidro-alfa-pironas presentes en las diferentes
fracciones trabajadas, primero se prepararon siete referencias de 5,6-dihidro-alfa-
pironas (1-7) y una flavona (8) que habian sido aisladas previamente por el grupo
de investigacion de la misma especie. La estructura de las referencias se muestra

en la Figura 19 en la seccién 6.2.1.

Posteriormente, también se prepararon las muestras para identificar a las 5,6-
dihidro-alfa-pironas. Tanto las referencias como las muestras fueron analizadas a

la misma concentracion y condiciones descritas en la Tabla 7.

31



PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

5.3.5 Identificacion de 5,6-dihidro-alfa-pironas en las fracciones obtenidas.

La identificacion de las 5,6-dihidro-alfa-pironas en cada muestra se llevé a cabo
por la comparacion de los perfiles cromatograficos, en su mayoria por los tiempos
de retencion, pero en algunos casos, debido a que los tiempos eran muy similares

entre otras referencias, se procedi6 a realizar coeluciones.

Las coeluciones que se realizaron entre las referencias y las muestras a analizar
se prepararon tomando 10 pL de cada uno. Posteriormente, para homogeneizar la
mezcla se sonicaron durante 10 min y se inyectaron 20 uL en el HPLC bajo las

condiciones descritas en la Tabla 7.

5.3.6 Cromatografia de Liquidos de Alta Eficiencia (HPLC) a nivel
preparativo.

La cromatografia de liquidos de alta eficiencia se utilizé para el aislamiento de los
compuestos de interés, las condiciones cromatogréficas utilizadas son las que se

describen en la Tabla 8.

Tabla 8. Condiciones utilizadas en HPLC a nivel preparativo.

Variable Condicion
Fase estacionaria Symmetry C-18 (19 x 300 mm, 7 um)
Fase movil Acetonitrilo-Agua (4:6)
Flujo 9.0 mL/min
Detector UV, A: 254 nm
Volumen de inyeccion 500 pL
Concentracion 50 mg/500 pL = 0.1 mg/ pL

5.4 Resonancia Magnética Nuclear (RMN).

Otra técnica utilizada para la identificacién de las 5,6-dihidro-alfa-pironas (1-7) y de

la flavona (8) (Ver seccion 6.2.1, Figura 19) fue la Resonancia Magnética Nuclear
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Proténica (RMN-'H), los espectros fueron registrados en un equipo Varian Unity-

Inova a 400 MHz utilizando como disolvente cloroformo deuterado (CDClI3).

De cada muestra se trabajé con 5 a 10 mg y los desplazamientos quimicos son
expresados en ppm. Se compararon las sefales entre los espectros de las

referencias y los registrados para cada muestra.

5.5 Ensayo de Citotoxicidad.

Se utilizaron dos lineas celulares: carcinoma nasofaringeo (KB) y carcinoma de
mama (MCF-7). Estas lineas se mantuvieron en medio RMPI 1640 suplementado
con 10% de suero bovino fetal. Ambas lineas se cultivaron a 37 °C bajo atmésfera
de CO, al 5% en aire y 100% de humedad relativa. Las células se utilizaron

cuando estaban en la fase logaritmica de crecimiento.

La citotoxicidad se determindé usando el ensayo de Sulforodamina B (SRB) en
placas de 96 pozos de 250 pL, colocando en cada uno de los pozos 190 uL de las
suspensiones celulares, previamente, se habian adicionado 10 pL de las muestras
a las diferentes concentraciones a evaluar por triplicado. En el caso de las
fracciones secundarias de la colecta A se emplearon concentraciones de 0.16-20
pmg/mL. Por otra parte, las fracciones derivadas de las colectas B-G solo se

evaluaron a las concentraciones de 2y 20 pg/mL.

También se prepararon controles utilizando 190 pL de suspension celular y 10 pL
de DMSO al 10%, los controles positivos fueron vinblastina y colchicina. Tanto las

muestras a analizar como los controles se incubaron a 37 °C por 72 hrs.

Finalizando este periodo, las células se fijaron con 50 uL de &cido tricloroacetico
(TCA) al 50% y se incubaron a 4 °C por 30 min, posteriormente se lavaron con
agua corriente y se tifieron con sulforodamina B (0.4%) en &cido acético (1%)

durante 30 min.

El exceso de tincion se elimind lavando con acido acético al 1% y se secaron en la
campana de extraccion. A continuacion, el colorante unido a las proteinas se

solubilizé agitando con 200 pL de Tris base 10 mM (tris-hidroximetil-aminometano)

e
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a un pH=10 por 5 min. Finalmente, se registr0 la densidad Optica en un

espectrofotometro a una longitud de onda de 564 nm.

El porcentaje del crecimiento celular se determiné mediante la siguiente ecuacion:

(%) x 100 . donde

M = Promedio de la densidad Optica de las muestras.
| = Promedio de la densidad 6ptica inicial.

C = Promedio de la densidad 6ptica de los controles.

Finalmente, se determind la Clso utilizando el programa Jandel Scientific,

Gnicamente cuando se emplearon cuatro concentraciones.
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6 RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados derivados del presente proyecto de investigacién se resumen en
dos partes, en la primera se describen las etapas de extraccion y fraccionamiento
de todas las colectas de Hyptis brevipes utilizadas. La segunda parte detalla los
andlisis cromatograficos a nivel analitico y preparativo, asi como los estudios de
RMN que permitieron identificar a los principios citotoxicos de interés, en particular

a los derivados de las 5,6-dihidro-a-pironas.

6.1 Fraccionamiento de las muestras.

6.1.1 Fraccionamiento primario.

Se compararon dos procesos de fraccionamiento primario con la finalidad de
precipitar a los triterpenos presentes y facilitar la separacion de las 5,6-dihidro-

alfa-pironas, los procesos son:

a) Precipitaciéon de triterpenos con metanol (colectas A-B).

b) Fraccionamiento mediante particion (colectas B-G).

En la Figura 17 se presenta una cromatoplaca que compara las diferentes
fracciones obtenidas de la colecta B donde se emplearon ambos procesos: (1)
extracto total de diclorometano; (2) fraccién de hexano; (3) fraccién de acetato de
etilo; (4) fraccibn de MeOH-H,0; y (5) fraccién de MeOH.

Estos resultados, permitieron la seleccién del proceso de particion como método
de fraccionamiento primario para las colectas B-G. El proceso de particion,

presento los siguientes beneficios:

1) Optimizacion de recursos en el proceso total de fraccionamiento y la obtencion

de las fracciones finales.
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2) Menor tiempo requerido para el proceso total de fraccionamiento de las

muestras a analizar.

A B C

Figura 17. Cromatoplaca de la comparacién entre el proceso metandlico y el
proceso de particion. Sistema de Elucion CH,Cl,-acetona (9:1). Lampara de UV:
(A) Longitud de onda 356 nm, (B) Longitud de onda 254 nm, (C) Revelado con
mezcla H,SOg4-sulfato cérico. En circulos rojos se resalta la presencia de
triterpenos.

6.1.2 Fraccionamiento secundario.

El fraccionamiento secundario por columna abierta en gel de silice de la colecta A
permiti6 obtener 9 fracciones (Ver seccién 5.3.2, Tabla 6). En la Figura 18 se
presenta la cromatoplaca con las fracciones finales de este proceso. El andlisis
por CCF y RMN permitio la seleccion de las fracciones AE y AF para la busqueda

de compuestos de tipo 5,6-dihidro-alfa-pirona.

6.2 Aplicacién de Perfiles Cromatograficos y Espectros de RMN.

6.2.1 Cromatografia de Liquidos de Alta Eficiencia.

En la cromatografia de liquidos de alta eficiencia se buscaron las condiciones que
otorgaran la mejor resolucion de los picos, y por tanto, el mejor peffil

cromatografico de cada fraccion y las referencias.
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La Figura 19 presenta la estructura de las referencias a identificar, las cuales se
aislaron en un estudio previo realizado con la misma especie (Suérez-Ortiz, 2013),
como puede observarse, 3 y 4 son isémeros, el primero en posicion cis y el

segundo en posicién trans; y finalmente, 5 en posicion trans y 6 en posicion cis.

éi‘é‘ § & i ¥

'

Figura 18. Cromatoplaca de las fracciones finales de la colecta A.
Sistema de Elucion CH,Cl,-acetona (9:1). Lampara de UV: (A) Longitud
de onda 356 nm, (B) Longitud de onda 254 nm, (C) Revelado con
mezcla H,SO,-sulfato cérico.
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Figura 19. Compuestos aislados de Hyptis brevipes en estudios previos.
Derivados de 5,6-dihidro-alfa-pironas con anillo ciclopropano (1, 2 y 7) y anillo
tetrahidrofurano (3-6). 5,6,3'-trihidroxi-3,7,4'-trimetoxiflavona (8).

Para identificar a las referencia(s) presentes en cada fraccion analizada, se
procedid a la obtencion de los perfiles cromatograficos por HPLC. Para cada
referencia se determinaron los tiempos de retencion (Tabla 9), se enuncian dos
tiempos de retencion para cada referencia, ya que se encuentran en equilibrio
ambas estructuras, dependiendo del desplazamiento del equilibrio se observa en
los cromatogramas picos mas grandes o mas pequefos. Estos fueron registrados
bajo la metodologia y condiciones descritas en la Tabla 7 (Ver Procedimiento

Experimental, inciso 5.3.3).
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Tabla 9. Tiempos de retencién de las referencias de Hyptis brevipes.
Tiempo de Retencion

Referencia (min)
1 51.10 55.44
2 18.69 20.86
3 70.79 76.19
4 73.80 79.03
5 30.07 31.93
6 25.0 26.67
7 17.77 19.68
8 17.19

Una vez determinados los tiempos de retencién de las referencias se procedi6 a
identificar en cada fraccion las 5,6-dihidro-alfa-pironas mediante:

1) Comparacién de tiempos de retencion;
2) Coeluciones;y

3) Comparacion de sefiales en los espectros de resonancia magnética nuclear.

Para el andlisis cromatografico, se trabajé con dos de las fracciones de la colecta
A, conseguidas mediante la columna abierta y las fracciones de AcOEt de las

colectas B-G.

6.2.2 Resonancia magnética nuclear.

Se procedié con la adquisicion de los espectros de RMN de cada una de las
fracciones, con la finalidad de seleccionar aquellos que manifestaran las sefiales
caracteristicas de 5,6-dihidro-alfa-pironas, y asi, poder identificar en ellos las
referencias (compuestos 1 a 8, Figura 19), o incluso, encontrar compuestos

novedosos.
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En la Tabla 10 se presentan los desplazamientos quimicos de las referencias 1 a
6, esta informacion se utilizé en la busqueda e identificacion de éstos compuestos
en los espectros de RMN de cada fraccién, en particular, las sefiales que
corresponden a las posiciones 3 y 4 de la 5,6-dihidro-alfa-pirona presente en la

estructura quimica.

En los espectros presentados en este apartado se observan sefiales de anillos de
tipo ciclopropano y tetrahidrofurano, algunas de las sefiales se observan
sobrepuestas, debido a que cada fraccion deberia presentar mas de una 5,6-

dihidro-alfa-pirona y quizas, otros compuestos como flavonas.
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Tabla 10. Desplazamientos quimicos de las referencias de 5,6-dihidro-alfa pironas (1-6) aisladas de Hyptis brevipes.

BOSICION 8 ;n Hz) 84 §n Hz) 8 jn Hz) 8uU :n Hz) 8uU :n Hz) 84U Sn Hz)

3 6.04 ddd (9.7, 2.0, 0.8) 6.04 ddd (9.7, 2.5, 0.8) 5.93 dd (9.8, 1.5) 5.96 dd (9.8, 1.6) 5.97 dd (9.8, 1.6) 5.93 dd (9.8, 1.6)

4 7.00 ddd (9.7, 6.5, 2.2) 6.98 ddd (9.7, 6.2, 2.2) 6.78 ddd (9.8,5.8,2.7)  6.88° 6.88 ddd (9.8, 5.9, 2.6) 6.7 ddd (9.8, 5.8, 3.0)
Sax | 2.71dddd (186, 12.3,2.2,20) | 2.71dddd (185,123, 255,2.2) | 2.37ddd (18.7,11.1,2.7) | 2.48ddd (188110,2.6) = 2.50 ddd (18.8, 11.1,2.6) = 2.34 ddd (184, 11.0, 2.6)
Sec 253 dddd (18.6, 6.5, 4.0,0.8)  2.53 dddd (18,5, 6.2, 4.0,0.8) 251 ddd (18.7,5.4,2.7) 2.70ddd (18.8,5.4,0.9) 2.70ddd (18.8,4.9, 1.3) = 2.47 ddd (18.4, 5.1, 1.3)

6 453 ddd (12.3, 4.0, 3.8) 454 ddd (12.3, 4.0, 3.8) 424ddd (11.1, 8.4, 45) | 4.34° 4.36° 4.23 ddd (11.0, 8.4, 4.5)

1 3.73dd (6.3, 3.8) 3.71dd (6.3, 3.8) 3.46 tsa 3.56 dd (8.0, 1.7) 3.59dd (8.2, 1.8) 3.51dd (8.5, 1.4

> 1.60 dddd (8.9, 6.3, 6.3, 3.4) | 1.63dddd (8.9,6.3,6.3,3.4) | 4.36dd (6.4, 6.4) 4.34° 4.36° 4.36 dd (6.8, 6.8)

3 1.97m 1.97m 1.99 m 1.97m

3proS | 1.35ddd (8.9, 4.0, 3.9) 1.37 ddd (8.9, 4.0, 4.0)
3proR | 1.12 ddd (8.0, 6.3, 4.0) 1.14 ddd (8.3, 6.3, 4.0)

n 2.28 ddd (8.0, 3.9, 3.4) 2.29 ddd (8.3, 3.9, 3.4) 2.06m 2.08m 2.10m 2.08m

4 1.77m 1.80 m 1.80 m 1.76 m

5 3.96 ¢ (6.9) 400 ¢ (7.1) 4.00 ¢ (7.1) 3.95¢ (7.1)

6 5.30 q (7.0) 5.31 q (7.0) 4.97 q (6.4) 5.03 q (6.5) 5.04 q (6.5) 4.97 q (6.5)

7 1.54d (7.0) 1.54d (7.0) 1.25d (6.4) 1.28d (6.5) 1.29.d (6.5) 1.24d (6.5)

1" _— _— —_— —_— —_— —_—

o 7.49.d (8.9) 7.39.d (8.5) 7.72d (8.7) 7.47d (8.7) 7.38d (8.6) 7.67d (8.6)

3" 6.91d (8.9) 6.83 d (8.5) 6.87d (8.7) 6.88 d (8.7)° 6.84 d (8.6) 6.82 d (8.6)

4" o — — — . —

5" 6.91d (8.9) 6.83 d (8.5) 6.87d (8.7) 6.88 d (8.7)° 6.84 d (8.6) 6.82 d (8.6)

6" 7.49.d (8.9) 7.39.d (8.5) 7.72d (8.7) 7.47d (8.7) 7.38d (8.6) 7.67d (8.6)

7 7.70 d (16.0) 7.64 d (15.9) 6.88 d (12.8) 7.65d (15.9) 7.62 d (15.9) 6.83 d (12.8)

g" 6.38 d (16.0) 6.31 d (15.9) 5.82 d (12.8) 6.30 d (15.9) 6.26 d (15.9) 5.82 d (12.8)

9" _— _— —_— _— —_— —_—

OCH; 3.84s 3.83s 3.83s ---

% Sefal sobrepuesta. s = singulete, d = doblete, t = triplete, ¢ = cuadruplete, q = quintuplete, m = multiplete.

s
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6.3 Identificacion de 5,6-dihidro-alfa-pironas en las fracciones de Hyptis
brevipes.

6.3.1 Fraccion secundaria AE.

En el perfil cromatografico de esta fraccion (Figura 20) se observan varios picos,
particularmente se muestran interesantes dos parejas de picos, la primera con
tiempos de retencion de 23.925 y 24.748 min y la segunda de 27.684 y 28.970
min, que podrian corresponder a las referencias 5y 6 por las sefales identificadas
de 5,6-dihidro-alfa-pironas de anillo tetrahidrofurano y también por tener cierta

semejanza con los tiempos de retencion de estas referencias.

En la Figura 21 del espectro de resonancia magnética nuclear de la fraccién AE,
se observan sefiales en aproximadamente 6.87 y 5.97 ppm correspondientes a los
protones en la posiciéon 4 y 3 respectivamente de una 5,6-dihidro-alfa-pirona con
anillo tetrahidrofurano, también se observaron sefales entre 2.33 y 2.70 ppm, pero

se dificulta identificar las sefales que corresponden a Hs_ 'y H5eq, ya que se

encuentran sobrepuestas.
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Figura 20. Cromatograma de liquidos a nivel analitico de la fraccion secundaria
AE.
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Figura 21. Espectro de RMN-'H de la fraccién secundaria AE en CDCl; (400
MHz).

6.3.2 Fracciéon secundaria AF.
La siguiente muestra analizada fue la fraccion secundaria AF, cuyo perfil

cromatografico se presenta su en la Figura 22.
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Figura 22. Cromatograma de liquidos a nivel analitico de la fraccion secundaria
AF.
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La fraccidn analizada presenta un pico mayoritario con un tiempo de retencion de
17.92 min y otros picos en 47.70 y 51.95 min, estos se identificaron utilizando los
siguientes criterios. El pico observado en 17.92 min corresponde a la referencia 8.
Inicialmente, por el tiempo de retencion se considerd que podria tratarse de la
referencia 2, pero se realizé una coelucion entre la fraccion secundaria AF y la

referencia 8, obteniendo el perfil cromatografico de la Figura 23.

16.297

Al

44 115
47 453

Figura 23. Cromatograma de liquidos a nivel analitico de la coelucion entre la
referencia 8 y la fraccién secundaria AF.
En la coelucion, al inyectarse 10 pL de la fraccion secundaria AF y 10 pL de la
referencia 8, la absorbancia de este pico se observa aumentada a diferencia de
cuando se inyecto la fraccion secundaria AF sola.

También al comparar el espectro de resonancia magnética nuclear de la referencia
8 (Figura 24) con el de la fraccién secundaria AF (Figura 26) se observan sefales
semejantes entre ambos, lo cual permite confirmar la presencia de la referencia 8

en la fracciéon secundaria AF.

La pareja de picos con tiempos de retencién en 47.70 y 51.95 min corresponden
con la referencia 1 al presentar tiempos de retencion similares y para establecer
que se trataba de 1, se realiz0 una coelucion de la fraccion secundaria AF y la
referencia 1, el perfil cromatogréafico obtenido se presenta en la Figura 25.
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Figura 24. Espectro de RMN-'H de la referencia 8 en CDCl; (400 MHz).

Como puede observarse, la absorbancia de los picos correspondientes a la
referencia 1 incrementd, lo cual, confirma que se trata del compuesto 1. Ademas,
en la Figura 26, se cotejan sefales propias de este compuesto en
aproximadamente 6.38 ppm (Hg"), 6.91 ppm (Hs» y Hs»), 7.49 ppm (H2» y He), 7.70
ppm (H7) y, en 3.84 también se observan sefiales, pero estas estan sobrepuestas,

debido a la presencia de las sefiales de la referencia 8.
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Figura 25. Cromatograma de liquidos a nivel analitico de la coelucién entre la
referencia 1y la fraccién secundaria AF.
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Figura 26. Espectro de RMN-'H de la fraccion secundaria AF en CDCl3 (400
MHz).

6.3.3 Fracciéon B-AcOEt.

Para identificar las referencias presentes en el fraccion B-AcOEt se obtuvo su
perfil cromatografico (Figura 27). Se observaron tres parejas de picos, la primera
con tiempos de retencion de 18.92 y 20.36 min, la segunda de 28.56 y 30.38 min,
y finalmente, la tercera de 51.83 y 55.87 min.

La primera pareja de picos se identific6 como la referencia 2, por los tiempos de

retencion obtenidos en el perfil de la muestra similar al de la referencia.

La identificacion de 2 se confirm6 en los espectros de RMN con las sefiales
obtenidas (Figura 28), donde se lograron identificar las sefales de Heg» y Hy (7.39
ppm) y Hg» (6.31 ppm). Adicionalmente, también se observan sefiales en 6.83 ppm
(H2» y He?) ¥y 7.64 ppm (H7»), ademas de las sefiales caracteristicas de la lactona
en una 5,6-dihidro-alfa-pirona con anillo ciclopropano.
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Figura 27. Cromatograma de liquidos a nivel analitico de la fraccion B-AcOEt.

Posteriormente, se identific6 a la segunda pareja de picos con tiempos de
retencién de 28.56 y 30.38 min como la referencia 5, mediante la coelucion entre
la fraccién de AcOEt y la referencia 5, el perfil cromatografico obtenido se presenta

en la Figura 29.

Como puede observarse, la absorbancia de la segunda pareja de picos, se ve
incrementada al comparar el perfil cromatogréafico de la coelucion con respecto al

inicial (Figura 27).

También, al analizar la Figura 28 se pueden encontrar sefiales de la referencia 5,
que identifican a los protones Hg» y Hy» (7.38 ppm), Hs» y Hs» (6.84 ppm), Hz (7.62
ppm) y He- (6.26 ppm).

Finalmente, la ultima pareja de picos con tiempos de retencion de 51.83 y 55.87
min se identific6 como la referencia 1, ya que al observar el espectro de
resonancia magnética de la Figura 28, se detectan las sefales caracteristicas de
esta referencia en 7.49 ppm (Hz» y Hg), 6.91 ppm (Hs» y Hs»), 7.70 ppm (H7»), 6.38
ppm (Hg) y 3.84 ppm (OCHj).
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Figura 28. Espectro de RMN-'H de la fraccién B-AcOEt en CDClz (400 MHz).
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Figura 29. Cromatograma de liquidos a nivel analitico de la coelucion entre la
referencia 5 y la fraccion B-AcOEt.
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6.3.4 Fraccion C-AcOEt.

En la Figura 30 se presenta el perfil cromatogréfico de la fraccion C-AcOEt, en la
gue se puede observar una pareja de picos con tiempos de retencion de 17.13 y
18.57 min. Debido a la similitud con el tiempo de retencién de la referencia 2 se
realizé la coelucion, obteniendo el perfil cromatografico que se presenta en la

Figura 31.
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Figura 30. Cromatograma de liquidos a nivel analitico de la fraccién C-AcOEt.
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Figura 31. Cromatograma de liquidos a nivel analitico de la coelucion entre la
referencia 2 y la fraccion C-AcOEt.
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En el cromatograma se aprecia que se sobreponen los picos de la referencia 2 y la
fraccion C-AcOEt, asi como también, la absorbancia se ve incrementada. La
identificacion de 2 se confirm6 mediante las sefales observadas en el espectro de
RMN de la muestra (Figura 32), donde se observan las sefales de H7 (7.64 ppm),
H2» y He» (7.39 ppm), Hz» y Hs» (6.83 ppm), Hg» (6.31 ppm).
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Figura 32. Espectro de RMN-'H de la fraccién C-AcOEt en CDCl; (400 MHz).

6.3.5 Fracciones D-AcOEt y E-AcOEt.

Las siguientes dos fracciones, D-AcOEt y E-AcOEt se analizaron
simultdneamente, ya que mostraron una gran semejanza tanto en su perfil
cromatografico, como en sus respectivos espectros de resonancia magnética
nuclear. En la Figura 33 se presenta el perfil cromatografico de la fraccion D-
AcOEt, el cual, al compararlo con el perfil cromatografico de la fracciéon E-AcOEt
en la Figura 34, se observan cuatro parejas de picos con tiempos de retencién
practicamente iguales. La pareja de picos con tiempos de retencion de 16.22 y
17.52 min corresponden a la referencia 2.
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Figura 33. Cromatograma de liquidos a nivel analitico de la fraccién D-AcOEt.
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Figura 34. Cromatograma de liquidos a nivel analitico de la fraccion E-AcOEt.

En el espectro de resonancia magnética nuclear de cada una de las fracciones se

logro identificar a la referencia 2 por las sefiales que se observan en

aproximadamente 6.83 ppm (H2» y Hg»), 7.64 ppm (H7»), 7.39 ppm (H3» y Hs?) y 6.31

ppm (Hg»), ver Figura 35y 36.
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La pareja de picos con tiempos de retencién en 24.98 y 26.67 min se identificaron
como la referencia 6, asi mismo se encontraron las sefiales de esta referencia en
los espectros de resonancia magnética nuclear indicadas en las Figuras 35 y 36,
encontrando, Hy» y He» (7.67 ppm), H3» y Hs(6.82 ppm), H7» (6.83 ppm) y Hg» (5.82
ppm). Adicionalmente, también se identifican las sefiales caracteristicas de la

lactona en una 5,6-dihidro-alfa-pirona con anillo tetrahidrofurano.

Las siguientes parejas de picos se identificaron usando coeluciones, los picos con
tiempos de retencion de 46.63 y 50.02 min con la referencia 1 (Figura 37) y los
picos en 74.33 'y 79.93 min con la referencia 4 (Figura 38).
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Figura 35. Espectro de RMN-'H de la fraccién D-AcOEt en CDCl; (400 MHz).

En la Figura 37, se observa como la tercera pareja de picos se enriquece con la

referencia 1. Lo mismo ocurre con la ultima pareja de picos para la referencia 4 en
la Figura 38.
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Figura 36. Espectro de RMN-'H de la fraccién E-AcOEt en CDClz (400 MHz).
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Figura 37. Cromatograma de liquidos a nivel analitico de la coelucién entre la
referencia 1y la fraccién D-AcOEt.
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Figura 38. Cromatograma de liquidos a nivel analitico de la coelucion entre la
referencia 4 y la fraccién D-AcOEt.

6.3.6 Fraccién F-AcOEt.

Para la identificacion de las 5,6-dihidro-alfa-pironas presentes en la fraccion F-
AcOEt se registr6 como en los demas, el perfil cromatografico (Figura 39). Se
pueden observar tres parejas de picos. La pareja de picos con tiempos de
retencién en 16.69 y 18.17 min se identificdé por su semejanza en tiempos de
retencion con la referencia 2, ademas esto se confirmé mediante el analisis de las
sefiales observadas en el espectro de resonancia magnética nuclear como se
puede analizar en la Figura 40, para los protones Hg» y Hy» (7.39 ppm) y Hg» (6.31
ppm), Hz'y He (6.83 ppm) y Hz- (7.64 ppm).

La identificacion de la pareja de picos con tiempos de retencién de 50.35 y 54.21
min se hizo con la coelucién de la referencia 1, el cromatograma obtenido se
muestra en la Figura 41, se observa que los picos se encuentran empatados y que

la absorbancia es mayor que en el cromatograma inicial (Figura 39).

Para confirmar que se trataba de la referencia 1 se buscaron las sefales de ésta
en el espectro de resonancia magnética nuclear de la Figura 40, se encontraron
las sefales en 7.49 ppm (Hz y Hg»), 6.91 ppm (Hs» y Hs»), 7.70 ppm (H»), 6.38
ppm (Hs) y 3.84 ppm (OCH3).
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Figura 39. Cromatograma de liquidos a nivel analitico de la fraccion F-AcOEt.
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Figura 40. Espectro de RMN-'H de la fraccién F-AcOEt en CDCl; (400 MHz).
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Figura 41. Cromatograma de liquidos a nivel analitico de la coelucion entre la
referencia 1 y 3 con la fraccion F-AcOEt.

Posteriormente, la Ultima pareja de picos se identificd por medio de una coelucion
con la referencia 3, ya que, a pesar de que los tiempos en el cromatograma de la
Figura 41 salen recorridos, estos picos estan empatados y no se observan mas

picos.

Se confirmo la presencia de la referencia 3 por medio del hallazgo de sefiales de
esta referencia en el espectro de resonancia magnética nuclear de la Figura 40.
Se observaron las siguientes sefiales, en 7.72 ppm (Hz' y He?), 6.87 ppm (H3z' y
Hs»), 6.88 ppm (H7) y 5.82 ppm (Hsg").

6.3.7 Fraccion G-AcOEt.

La dltima fraccion a identificar fue G-AcOEt, en la Figura 42 se presenta su peffil
cromatografico, se observan tres parejas de picos, la pareja con tiempos de
retencién de 17.23 y 18.82 min se identificaron por medio de una coelucion con la
referencia 2 y la pareja de picos obtenida en 49.79 y 53.63 min, se coeluy6 con la
referencia 1. Ambas parejas de picos de la fraccion G-AcOEt se encuentran
empatados con las referencias, el cromatograma obtenido de las coeluciones se

muestra en la Figura 43 y la absorbancia también se ve incrementada.
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Figura 42. Cromatograma de liquidos a nivel analitico de la fraccion G-AcOEt.

De estas dos referencias también se pudieron localizar sus sefiales en el espectro
de resonancia magnética nuclear de la fraccion (Figura 44). Las sefales que
identificaron a la referencia 2 son las que se observaron en 6.83 ppm (Hs» y Hs»),
7.39 ppm (Hz» y Hg), 7.64 ppm (H7) y 6.31 ppm (Hg»).

Para la referencia 1 (Figura 44), se identifican sefiales en 7.49 ppm (Hy y Hg),
6.91 ppm (Hs» y Hs), 7.70 ppm (H7»), 6.38 ppm (Hg») y 3.84 ppm (OCHy3).
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Figura 43. Cromatograma de liquidos a nivel analitico de la coelucién entre las
referencias 1y 2 con la fraccion G-AcOEt.
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Figura 44. Espectro de RMN-'H de la fraccién G-AcOEt en CDCl; (400 MHz).

6.3.7.1 Fraccionamiento a nivel preparativo de los picos con tiempos de

retencién de 12.38 y 13.65 min.

En la Figura 42 se observa una pareja de picos con tiempos de retencion de 12.38
y 13.65 min. Con el fin de identificar los compuestos presentes en estos picos, se
realizaron varias inyecciones a nivel preparativo bajo las condiciones indicadas en
la Tabla 8 (Ver Procedimiento Experimental, inciso 5.3.6). La estructura de este
compuesto fue determinada por comparacién de los datos espectroscopicos
obtenidos en la RMN-'H (Tabla 11) con los descritos en la literatura para la

referencia 7.

Se obtuvo su espectro de resonancia magnética nuclear (Figura 45), un primer
analisis permitio encontrar sefiales de 5,6-dihidro-alfa-pirona con anillo de
ciclopropano, posteriormente, se compararon las sefales registradas con todas

referencias previamente aisladas (Suarez-Ortiz, 2013) y se encontrd6 semejanza
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con la referencia 7 (Tabla 11). La principal diferencia es que se observan dos
sefales de metoxilo. Finalmente, la estructura propuesta para el compuesto 9 se

presenta en la Figura 46, la cual puede ser nombrada como Brevipdlida P.
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Figura 45. Espectro de RMN-'H del compuesto 9 aislado de la fracciéon G-AcOEt
en CDCI; (400 MHz).
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Figura 46. Estructura propuesta para la Brevipolida P (9).
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Tabla 11. Desplazamientos quimicos de la referencia 7 y el compuesto 9.

POSICION

5ax

5ec

3'proS

3'proR

OCHj;

Referencia 7
64 (J en Hz)

6.02 ddd (9.7, 2.2, 0.9)
6.98 ddd (9.7, 6.4, 2.2)
2.70 dddd (18.5, 12.3, 2.2, 2.2)
2.52 dddd (18.5, 6.4, 3.8, 0.9)
4.52 ddd (12.3, 3.8, 3.8)
3.70 dd (6.3, 3.8)

1.60 dddd (8.9, 6.3, 6.3, 3.4)
1.12 ddd (8.9, 6.3, 4.0)
1.34 ddd (8.5, 4.0, 3.9)
2.28 ddd (8.5, 3.9, 3.4)

5.30 ¢ (7.0)
1.60 d (7.0)
7.13d (1.9)
6.84 d (8.3)
7.03 dd (8.3, 1.9)
7.64 d (15.9)
6.34 d (15.9)

3.92s

60

Compuesto 9
64 (J en Hz)

6.03 ddd (9.7, 2.2, 0.8)
6.98 ddd (9.7, 6.3, 2.2)
2.70 dddd (18.3, 12.5, 2.2, 2.2)
2.52 dddd (18.3, 6.3, 3,8, 0.8)
4.53 ddd (12.3, 3.8, 3,8)
3.67 dd (6.4, 3.8)

1.63 dddd (9.6, 6.4, 5.6, 4.2)
1.12 ddd (8.2, 6.6, 4.2)
1.36 ddd (8.6, 3.8, 3.8)
2.28 ddd (8.6, 3,8, 3,8)
5.33 ¢ (7.0)

1.54 d (7.0)

7.09 d (2.0)

6.86 d (8.2)

6.98 dd (8.0, 2.1)
7.61d (16.0)

6.30 d (15.9)

3.84s,3.99s
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Finalmente, se presenta en la Tabla 12 un resumen de las referencias

identificadas en cada una de las diferentes fracciones.

Tabla 12. Referencias identificadas en las diferentes fracciones de Hyptis
brevipes.

REFERENCIAS/COMPUESTOS

FRACCION
2 3 4 5 6 8 9

AE v v

AF v v

\

B-AcOEt
C-AcOEt
D-AcOEt
E-AcOEt

F-AcOEt

AN N N N N
<
<

AN N N

G-AcOEt

Como se pudo observar, la especie Hyptis brevipes tiene una amplia distribucién
en el estado de Veracruz, dependiendo de la localidad, se observo la presencia de
diferentes 5,6-dihidro-alfa-pironas, esto se pone en manifiesto claramente en la
Tabla 12.

En la localidad de Angostillo correspondiente a la fraccion identificada como G-
AcOEt se pudieron encontrar las referencias 1 y 2, mientras que las fracciones
identificados como D-AcOEt y E-AcOEt provenientes de la localidad de Dos Rios

fue posible identificar a las referencias 1, 2, 4y 6.

Por otro lado, en la localidad de Miradores del Mar, las fracciones que la
representaron fueron las fracciones AE y AF, ademas de las fracciones C-AcOEt y

F-AcOEt, en los cuales se identificaron las referencias 1, 2, 3, 5, 6 e incluso una
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flavona. Finalmente, en la fraccion B-AcOEt, procedente de la localidad de El

Castillo se encontraron las referencias 1, 2 y 5.

En la Tabla 12 podemos analizar que las referencias mas comunes en este

estudio en la especie Hyptis brevipes, son las referencias 1y 2.

Cuando se comparan la misma localidad en distintas temporadas, como es el caso
de Dos Rios, se encontraron las siguientes situaciones; en las fracciones D-AcOEt
del 13-Nov-11 y E-AcOEt del 20-Nov-11se detectaron las mismas referencias de
5,6-dihidro-alfa-pironas, es decir, en un lapso de 7 dias entre colecta y colecta no

se observa diversidad metabdlica.

En contraste, en Miradores del Mar, en las fracciones C-AcOEt del 06-Dic-10 y F-
AcOEt 04-Dic-09 se observa una diferencia importante, pues de sélo poseer la
referencia 2, incrementoé su riqueza metabdlica al contar ademas con la referencia
ly3.

Aunque las fracciones AE y AF analizadas también provienen de la localidad de
Miradores del Mar, pero con fecha del 21-nov-11, presentaron diferencias con

respecto a las otras colectas de la misma localidad.

Esto pudo deberse a los diferentes métodos de fraccionamiento, es posible que
las referencias no halladas en una u otra colecta se encuentren en otras
fracciones obtenidas en el fraccionamiento secundario por columna abierta o en

las fracciones adquiridas del fraccionamiento por particion.

6.4 Ensayo de Citotoxicidad.

Finalmente, se evalud la actividad citotdxica de las diferentes muestras analizadas
contra las lineas celulares de carcinomas humanos. Los valores de Clso de las
fracciones de la columna abierta se muestran en la Tabla 13. En esta tabla, se
observa que la fraccion AF es la mas potente contra la linea celular KB, en esta
muestra se identificé a las referencias 1 y 8 como los componentes mayoritarios.

Por otra parte, la fraccion AB también presentd una actividad importante, sin

e
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embargo, al ser obtenida de las eluciones con hexano, su actividad citotoxica
puede deberse a la presencia de triterpenos de baja polaridad y componentes

grasos.

Tabla 13. Citotoxicidad de fracciones obtenidas de la columna abierta.

Fracciones KB MCF-7*
Clso (Mg/mL) Clso (Mg/mL)

AA > 20.00 > 20.00
AB 3.16 > 20.00
AC 17.46 > 20.00
AD > 20.00 0.02
AE 15.11 3.66
AF 1.00 10.94
AG 18.88 2.92
AH > 20.00 > 20.00
Al > 20.00 > 20.00

EXTRACTO 2.34 > 20.00

! KB, carcinoma nasofaringeo, ?MCF-7, carcinoma de mama.

Para MCF-7, las fracciones que presentaron mejor actividad citotoxica fueron AD y
AG, las fracciones AE y AF presentaron una Clsp moderada. En estas fracciones
se detectaron 5,6-dihidro-alfa-pironas, observando diferentes valores de actividad
inhibitoria del crecimiento celular posiblemente debido a la presencia de estos

compuestos en diferentes concentraciones.

La Tabla 14 presenta los resultados obtenidos de la evaluacion de cada fraccion a
dos concentraciones distintas frente a las mismas lineas celulares, no se

determind la Clso ya que el objetivo era saber si manifestaban actividad citotdxica.

s
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Como era de esperarse, al tener un conjunto de 5,6-dihidro-alfa-pironas en las
diferentes fracciones, todas muestran una mayor actividad inhibitoria del
crecimiento a una concentracion de 20 pg/mL en las fracciones obtenidas en
AcOEt, excepto en la fraccion MeOH-H,O de la colecta C, sin embargo, la fraccion
C-AcOEt presenta importante inhibicion del crecimiento celular a esta

concentracion.

Para KB la fraccion que presenta un menor % de crecimiento es B-AcOEt (4.74%)
y el mayor porcentaje lo presenta C-AcOEt (53.53%). Lo que permite suponer que
la referencia 5 es la que tiene mayor actividad contra KB, ya que la fraccion B-
AcOEt es el Unico donde se puedo identificar plenamente esta referencia, pues
aunque la fraccion AE tiene actividad contra KB sélo se supone su presencia.

Por otro lado, para MCF-7 la fraccion méas activo es E-AcOEt, pues a una
concentracion de 20 pg/mL el porcentaje de crecimiento es de 2.60 y el menos
activo es D-AcOEt con 43.11% de crecimiento, aqui juega un papel importante la
temporada del afio, ya que dependiendo de ésta, la abundancia de las 5,6-dihidro-

alfa-pironas se ve modificada.

Algo sobresaliente de analizar, es que no todas las fracciones tienen la misma

potencia para ambas lineas celulares.

Haciendo una comparacion de los dos métodos utilizados para separar los
compuestos en base a su polaridad a partir de las fracciones, se observa una gran
diferencia al trabajar con uno u otro. En este caso en particular, resulté mas
eficiente trabajar con el fraccionamiento por particion, ya que los perfiles
cromatograficos que arrojaron fueron mas sencillos y con picos mas definidos, de
modo que se pudo omitir un fraccionamiento secundario para las colectas

trabajadas con esta metodologia.
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Tabla 14. Citotoxicidad de las fracciones evaluadas de las colectas B-G.

. CONCENTRACION KB! MCF-7°
EAIRACTE | [ERAEON (Hg/mL) % CRECIMIENTO = 9% CRECIMIENTO
20 107.74 81.30
HEXANO
2 89.74 90.11
20 4.74 12.88
B AcOEt
2 95.03 102.54
20 93.55 100.11
MeOH-H,0
2 107.03 92.09
20 83.99 84.69
HEXANO
2 117.04 81.58
20 53.53 30.51
C AcOEt
2 108.07 102.99
20 49.79 64.46
MeOH-H,O
2 103.10 111.75
20 103.87 92.99
HEXANO
2 106.23 116.21
20 25.60 43.11
D AcOEt
2 100.54 111.41
20 32.31 65.76
MeOH-H,0
2 98.79 115.42
20 108.22 117.97
HEXANO
2 116.80 118.59
20 19.85 2.60
E AcOEt
2 117.49 79.32
20 76.19 38.42
MeOH-H,0
2 152.98 91.86
20 145.11 95.93
HEXANO
2 165.25 121.86
20 11.71 29.04
F AcOEt
2 83.99 74.58
20 64.57 72.37
MeOH-H,0
2 107.29 80.56
20 100.58 87.12
HEXANO
2 118.52 83.45
20 35.72 25.14
G AcOEt
2 116.13 78.87
20 110.78 71.07
MeOH-H,0
2 124.46 91.13

1 KB, carcinoma nasofaringeo, > MCF-7, carcinoma de mama.
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7 CONCLUSIONES

Se obtuvieron los extractos totales de las siete colectas trabajadas de Hyptis
brevipes, los cuales se trabajaron bajo diferentes metodologias de fraccionamiento
encontrando que el realizado por particion es mas rapido, se requieren menos

recursos y la separacion de compuestos es satisfactoria.

En las fracciones analizadas se pudieron identificar a las 5,6-dihidro-alfa-pironas
mediante el uso de técnicas analiticas como el HPLC donde se obtuvieron los
perfiles cromatogréficos que permitieron la comparacion de tiempos de retencion
con las referencias y también se realizaron coeluciones; ademas, la RMN permitié
establecer la presencia de grupos de sefales diagndsticas para las referencias 1-6

y 8 analizadas.

Todas las muestras fueron evaluadas para establecer su actividad inhibitoria sobre
el crecimiento de las lineas celulares KB y MCF-7, encontrando que su actividad
bioldgica se encuentra en funcion de la abundancia y la presencia de los derivados
de 5,6-dihidro-alfa-pironas presentes en cada muestra comportandose diferente

para cada linea celular.

Se logr6 identificar en la colecta obtenida de la Carretera Federal 125 Angostillo
una novedosa 5,6-dihidro-alfa-pirona, de la cual, se propuso su estructura quimica

y fue caracterizado como Brevipdlida P.
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9 APENDICE
Figura Al. Espectro de RMN-'H de la fraccién secundaria AC en CDCl; (400
MHz). 74
Figura A2. Espectro de RMN-'H de la fraccién secundaria AD en CDCl; (400
MHz). 74
Figura A3. Espectro de RMN-'H de la fraccién secundaria AG en CDCl; (400
MHz). 75
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Figura Al. Espectro de RMN-'H de la fraccién secundaria AC en CDCl; (400
MHz).
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Figura A2. Espectro de RMN-'H de la fraccién secundaria AD en CDCls; (400
MHZz).
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Figura A3. Espectro de RMN-'H de la fraccién secundaria AG en CDCl; (400

MHz).
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MHZz).
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Figura A5. Espectro de RMN-'H de la fraccién secundaria Al en CDCl; (400 MHz).
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Figura A7. Espectro de RMN-'H de la fraccién B-MeOH/H,O en CDCl; (400 MHz).
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Figura A8. Espectro de RMN-'H de la fraccién C-Hex en CDCl; (400 MHz).
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Figura A9. Espectro de RMN-'H de la fraccién C-MeOH/H,O en CDCl; (400 MHz).
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Figura A10. Espectro de RMN-'H de la fraccién D-Hex en CDCl; (400 MHz).
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Figura A11. Espectro de RMN-'H de la fraccién D-MeOH/H,O en CDCls; (400
MHz).
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Figura A12. Espectro de RMN-H de la fraccién E-Hex en CDCl; (400 MHz).
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Figura A13. Espectro de RMN-'H de la fraccién E-MeOH/H,O en CDCl3z (400
MHz).
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Figura Al4. Espectro de RMN-H de la fraccién F-Hex en CDCls (400 MHz).
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Figura A16. Espectro de RMN-H de la fraccién G-Hex en CDCl; (400 MHz).
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Figura A17. Espectro de RMN-'H de la fraccién G-MeOH/H,O en CDCl; (400
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