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Resumen

Se obtuvieron los extractos de hexano, cloruro de metileno, etanol, metanol y acuoso
de las partes subterraneas denominadas rizomas (raices) de la planta medicinal matarique
(Psacalium peltatum). El extracto hexanico de raiz se fraccion6 mediante cromatografia en
columna abierta y flash. Los compuestos sesquiterpénicos que se obtuvieron fueron 14-
angeloiloxicacalohastina, maturinina, angelato de 3,4-dehidro-14-maturinol y el acetato de
maturina que se analizaron por cromatografia en capa fina y se caracterizaron mediante IR,
MS, RMN*H, RMN®C. Adicionalmente el analisis de difraccién de rayos X permiti6 la
determinacion de la estereoquimica correcta del 14-angeloyloxycacalohastina y del acetato
de maturina. Por otro lado, el acetato de maturina y los extractos de n-hexano, etanol y
acuoso se evaluaron para conocer su actividad anti-inflamatoria. El acetato de maturina a la
concentracion de 1 mg/oreja presentd el mayor porcentaje de inhibicion (95.41%) a
diferencia de los diferentes extractos organicos que mostraron una inhibicion significativa
del edema en un rango del 2 al 52.30% por TPA y con carragenina el acetato de maturina a
diferencia de los extractos organicos, exhibié un porcentaje de inhibicién del 58.95 % al
principio del evento (1h) que persistio hasta casi la quinta hora. También se observé que el
acetato de maturina inhibié el aumento de la actividad de la MPO directamente
proporcional a la concentracion del acetato de maturina. Asi mismo, se establecieron los
cultivos in vitro de P. peltatum con explantes de hoja de 1 cm® con un método de
desinfeccion optimizado con etanol al 70% y una solucion de hipoclorito de sodio al 6%.
La formacion de brotes adventicios se obtuvo con la combinacion de fitorreguladores a la
concentracion de 2.5 mg/L de 6-bencilaminopurina; 0.5 mg/L de AlA (&cido indol acético);
1 mg/L de glicinay 100 mg/L de &cido ascorbico. Se observo el desarrollo mas abundante y
rapido del tallo y la lamina foliar, sin oxidaciones evidentes y semejantes en apariencia con
la forma de las plantas adultas colectadas de la zona de estudio. La individualizacién,
formacion y elongacion de raices de los brotes adventicios se obtuvo con el medio MS a la
mitad de la concentracion de sus sales organicas e inorganicas, sin la adicién de citocininas.
Adicionalmente, se evalud la produccion del acetato de maturina mediante HPLC. Mostré
un pico, con un tiempo de retencion de 29.29 min. Se encontr6é que el acetato de maturina
fue el principal compuesto presente con 228.75, 113.77 y 1.23 mg de acetato de maturina/g

muestra en los extractos de n-hexano, etanol y metanol, respectivamente. Sin embargo, en
12



los cultivos in vitro, los andlisis realizados por HPLC, indicaron la presencia del acetato de
maturina con una sefial en un tiempo de retencion de 5.36 min diferente al del estandar
(5.00 min) observando un desplazamiento en el tiempo de retencion. Se confirmé con el
andlisis realizado por GC-MS y se corrobord definitivamente la presencia del acetato de
maturina en los extractos de las raices de las plantulas in vitro. Estos resultados indican que
el acetato de maturina aislado de P. peltatum posee propiedades antiinflamatorias, los cual

justifica uno de sus usos medicinales atribuidos a la especie vegetal.

13



Abstract

Hexane, methylene chloride, ethanol, methanol and aqueous extracts were obtained from
roots of the medicinal plant matarique (Psacalium peltatum). The hexane root extract was
fractionated by open column and flash chromatography. The sesquiterpene compounds
obtained were 14-angeloyloxycacalohastina, maturinina, angelate of 3,4-dehydro-14-
maturinol and maturin acetate. They were analyzed by thin layer chromatography and
characterized by IR, MS, * HNMR, ** CNMR. Additionally, the analysis of diffraction XR
allowed the determination of the correct stereochemistry of the 14-
angeloyloxycacalohastina and maturin acetate. Secondly, the maturin acetate and hexane,
ethanol and aqueous extracts were evaluated for anti-inflammatory activity. The maturin
acetate concentration of 1 mg / ear showed the highest percent inhibition of edema induced
by TPA (95.41%), in contrast, the other organic extracts showed significant inhibition
ranging from 2 to 52.30%. Maturin acetate exhibited a percent inhibition of 58.95% at the
beginning of the event (1h) which persisted until about the fifth hour. Furthermore, the
maturin acetate also inhibited the increase in MPO activity directly proportional to the
concentration of the maturin acetate. Moreover, in vitro cultures of P. peltatum from leaf
explants of 1 cm? were established employing a disinfection method optimized with 70%
ethanol and a solution of sodium hypochlorite 6%. Adventitious shoot were formed using a
combination of growth regulators at the concentration of 25 mg / L BA (6-
benzylaminopurine); 0.5 mg / L IAA (indole acetic acid); 1 mg / L of glycine and 100 mg /
L of ascorbic acid. The most abundant and rapid development of stem and leaf blade, with
morphology similar to that of adult plants and without oxidation, was observed.
Individualization, root elongation and formation of adventitious shoots were obtained with
the MS medium at half the concentration of inorganic and organic salts, without the
addition of cytokines. Additionally, maturin acetate was measured by HPLC resulting in
one peak, with a retention time of 29.29 min. Maturin acetate was found to be the major
compound with 228.75, 113.77 and 1.23 mg maturin acetate/g sample in the hexane,
ethanol and methanol extracts, respectively analyzed. Using HPLC, maturin acetate was
present in vitro cultures with a signal at a retention time of 5.36 min different with the
standard (5.00 min). This was confirmed by GC-MS analysis. Although the presence of
maturin acetate is definitely confirmed in root extracts of in vitro plantlets. These results
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indicate that maturin acetate isolated of P. peltatum has anti-inflammatory properties,

which justifies one of its medicinal uses.
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1. INTRODUCCION

La investigacion utiliz6 como modelo biolédgico para el estudio fitoquimico, evaluacion
biolégica, regeneracion in vitro y cuantificacion del acetato de maturina las hojas y
organos subterraneos (rizomas), comiunmente denominados raices de la planta medicinal
Psacalium peltatum (Kunth) Cass. (Asteraceae) que forma parte del conjunto de plantas
medicinales conocido como complejo “matarique” (Bye et al., 1995). Las raices de P.
peltatum se emplean en forma de coccion como remedio para dolencias gastrointestinales,
renales, tratamiento de la diabetes y para el reumatismo en cataplasmas (Roman-Ramos et
al., 1991; 1992; Bye et al., 1995; Gardufio et al., 2001; Contreras-Weber et al., 2002).

En otro aspecto, debido a la utilizacion excesiva de las raices de P. peltatum para los
diversos tratamientos y debido a su crecimiento cercano a los centros de venta, es un
recurso que sufre de forma importante una sobreexplotacion (Alarcon-Aguilar et al., 1997;
Zarate, 2006). Sin embargo, en investigaciones con cultivos de tejidos vegetales de P.
peltatum fue evidente su regeneracion propagativa y produccion del compuesto
sesquiterpénico, acetato de maturina mediante cultivos en suspension (Hernandez-Tejeda,
1999; Rojano-Vilchis, 2005) Ademas, el compuesto acetato de maturina mostré6 mediante

un ensayo preliminar significativa actividad antiinflamatoria (Rojano-Vilchis, 2005).

Por estas observaciones, se realizo el estudio fitoquimico de los compuestos presentes en
el extracto hexanico de las raices de P. peltatum, la evaluacion bioldgica como agente
antiinflamatorio del acetato de maturina en diversos modelos de actividad antiinflamatoria.
Asi como, se desarroll6 el protocolo de regeneracion propagativa de la especie vegetal que
permitié analizar y cuantificar la produccion del acetato de maturina en las raices de las
plantulas regeneradas in vitro en comparacion con la cantidad obtenida del acetato de
maturina en los extractos organicos de las raices silvestres de la especie vegetal. Todo lo
anterior, con la finalidad de obtener elementos de discusion al conocimiento en la obtencion
e identificacién de compuestos sesquiterpénicos de P. peltatum, su uso potencial en el
tratamiento de patologias que cursen con procesos inflamatorios asi como mostrar la
produccién de los compuestos mediante la capacidad regenerativa de la especie vegetal en

cultivo de tejidos vegetales.
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GENERAL

Implementar la metodologia para la obtencidn de los diferentes extractos orgénicos, el
aislamiento, la purificacion e identificacion de los diferentes compuestos sesquiterpénicos.
Ademaés de realizar la evaluacion biolégica del acetato de maturina como agente
antiinflamatorio. Asi como establecer el protocolo de regeneracion in vitro de P. peltatum

para evaluar el rendimiento de la produccion del acetato de maturina.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

2.2.1. Aislar, purificar e identificar los compuestos sesquiterpénicos del extracto hexanico
de las raices obtenido de la colecta silvestre de P. peltatum, mediante la aplicacion de
técnicas espectroscépicas (RMN, IR y UV), espectrométrica (EM) de alta resolucién y
propiedades fisicas (punto de fusion y Rf).

2.2.2. Evaluar el potencial como antiinflamatorio del acetato de maturina, en los modelos
de edema plantar inducido con los agentes quimicos de TPA (éster de forbol), carragenina
asi como el efecto de la actividad de la enzima mieloperoxidasa.

2.2.3. Establecer las condiciones de aclimatizacion de las plantas colectadas, el método de
desinfeccion de los explantes de hoja y los diferentes medios de cultivo in vitro para el
desarrollo de plantulas regeneradas de P. peltatum.

2.2.6. ldentificar y cuantificar el acetato de maturina en los extractos organicos de las raices

de las plantas silvestres y en las raices de las plantulas regeneradas in vitro de P. peltatum
mediante cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC).
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3. ANTECEDENTES

3.1. PLANTAS MEDICINALES DE LA FAMILIA ASTERACEAE

La familia Asteraceae también conocida como Compositae, constituye probablemente la
familia mas grande de las plantas con flores, agrupa el mayor nimero de plantas utilizadas
con fines medicinales (Waizel, 2006). Es una de las familias ampliamente distribuida a
nivel mundial, con aproximadamente 32,000 especies distribuidas en unos 2,000 géneros.
Son especialmente diversas en las montafias tropicales, las subtropicales y las templadas
mas calidas (Turner y Nesom, 1998). En México se reconocen 360 géneros y 3,021
especies de asteraceas (Villasefior, 2003), con un porcentaje de endemismo del 50%. En
comparacion con China, con una superficie cinco veces mayor que la de México, solamente
se tienen registrado 2,027 especies, pertenecientes a 167 géneros de asteraceas, de las
cuales se incluyen especies introducidas (Turner y Nesom, 1998). La subfamilia
Asteroideae comprende 10 tribus dentro de las cuales se encuentra la subtribu Senecioneae,
que contiene alrededor de 3,000 especies y de la cual pertenece la especie P. peltatum
(Romo de Vivar, 2007).

La regién méas importante de diversidad de géneros de esta familia es el norte y centro
del pais (Rzedowski, 1991). En las regiones montafiosas (bosques de encino y coniferas) y
desérticas (matorrales xerofilos y pastizales), desde casi 20% en la Meseta Central del norte
de México y 4.4% en la region de las tierras bajas de la costa del Golfo de México (Turner
y Nesom, 1998). En contraste, esta pobremente representada o totalmente ausente en los
bosques tropicales perennifolios (Rzedowski, 1972). En relacion a las especies de la familia
Asteraceae de México se calcula que el 31% de las especies son locales consideradas como
especies amenazadas y que de estas mas de dos tercios estan en peligro de extincion. Se
calcula que de continuar el aumento de la poblacion y la consecuente presion agricola, se
eliminaran de 600 a 800 especies, es decir la cuarta parte de las asterdceas mexicanas
(Turner y Nesom, 1998).

Para la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), las especies vegetales analizadas son

utilizadas por el 80% de la poblacion mundial, principalmente en los paises en vias de
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desarrollo como México (Heinrich, 1998; Houghton, 2001; WHO, 2001; Facheux et al.,
2003) y representan el 5.2 % del total de plantas identificadas en el mundo (Cordell y
Quinn-Beattie, 2005; Cordell y Colvard, 2005). El empleo de las plantas medicinales como
recurso natural para el tratamiento primario de las enfermedades mas comunes,
principalmente en la poblacion rural, constituye un conocimiento empirico que es
transmitido en forma oral de generacion en generacion como parte de las tradiciones
heredadas desde épocas inmemoriales (Linares et al., 1999). Constituye una estrategia para
la basqueda de metabolitos con importante actividad bioldgica, como el salicilato,
ingrediente activo del extracto de la corteza del Salix alba L. (sauce blanco), que se
encuentra en la aspirina (Testa et al., 1993).

El tratamiento de la inflamacién con plantas medicinales es ampliamente reportado
(Bingdl and Sener, 1995). La mayoria de las plantas medicinales que se utilizan en la
medicina tradicional son utilizadas de diversas formas ya sea de forma aislada como son las
flores, hojas, tallos, semillas, cortezas, raices y frutos o en conjunto con otras plantas
formando complejos (Waisel, 2006). Por ejemplo, de la especie Tithonia diversifolia
(Hemsl.) Gray (arnica de la montafia), sus flores se utilizan para la malaria, fiebre,
calambres musculares, trastornos gastrointestinales, heridas, erupciones de la piel y como
antiinflamatorio. Las actividades bioldgicas probadas de la arnica fue como antipirético,
antimalarico y antiinflamatorio (Heinrich et al., 1998). Sin embargo, la informacién que
existe del uso tradicional de algunas especies de plantas medicinales de la familia
Asteraceae es diversa y en ocasiones poco claro debido a la variedad de atributos
medicinales que presenta la misma planta (Romo de Vivar, 1985; Heinrich et al., 1998;
Tlahui-Medic, 2005). Por ejemplo, las flores de Artemisia ludoviciana Nutt. (estafiate) son
utilizadas como antihelmintico, para la tos, problemas menstruales, estimulante del apetito,
etc. El producto pulverizado de Helenium mexicanum Kunth. (rosilla) es utilizado como
insecticida asi como las hojas y raices de Montanoa tomentosa Cerv. (zoapatle) es utilizado
como abortivo y acelerador del trabajo de parto (Waisel, 2006).
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3.2. SESQUITERPENOS DEL GENERO PSACALIUM

Los sesquiterpenos son compuestos del metabolismo secundario que se derivan
biosintéticamente de los metabolitos primarios mediante la ruta del acetato-mevalonato
(Bruneton, 1999; Croteau Yy col., 2000). Los sesquiterpenos son compuestos de 15 atomos
de carbono y se clasifican de acuerdo con el tipo de estructura nacleo y grupo funcional que
presentan (Manitto, 1981). Muestran una gran diversidad estructural (lineales,
monociclicos, biciclicos y triciclicos) con aproximadamente mas de 200 diferentes
estructuras (Connolly y Hill, 1991). Ademas, los sesquiterpenos son metabolitos
secundarios que se pueden encontrar en una diversidad de plantas, hongos,
microorganismos e insectos pero son caracteristicos de la familia Asteraceae (Judd et al.,
2002). En el género Psacalium predominan compuestos sesquiterpénicos (Bohlmann, 1979)
denonimados cacaldlidos. Se observd una estrecha relacion biogenética entre el
eremofilano (Figura 1.1), furanoeremofilano (Figura 1.2), cacalol (Figura 1.3), la
decompostina (Figura 1.4) y la lactona sesquiterpénica (Figura 1.5), todos ellos utilizados
como perfil de criterio para su clasificacion (Romo de Vivar, 2007).

Figura 1. Estructuras basicas de los diferentes cacalélidos presentes en el género

Psacalium
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Los compuestos sesquiterpénicos tienen funciones indispensables desde el punto de vista
farmacologico ya que pueden tener actividad antitumoral, antimigrafioso, antiinflamatoria y
antihelmintico, entre otros (Heinrich, 1998). Por eso la industria farmacéutica es la que
tiene un mayor interés en cuanto a la investigacién de la actividad farmacoldgica de
algunos sesquiterpenos para desarrollarlos a futuro como agentes terapéuticos (Lixin,
2005).

3.3. INFLAMACION

La inflamacién es una respuesta fisiologica a diversos estimulos como infecciones y
lesion tisular. La inflamacion puede ser aguda o cronica (Robbins et al., 1990). Los signos
clinicos que caracterizan la inflamacion son calor, rubor (enrojecimiento), edema
(hinchazon o reaccion inmediata y transitoria), dolor y pérdida de la funcion. Su objetivo es
promover la eliminacion del agente dafiino y restaurar el funcionamiento normal del tejido
u 6rgano afectado. Sin embargo, el balance puede perderse produciendo un dafio de forma
permanente, que a menudo tiene consecuencias patoldgicas (Medzhitov, 2008).

La inflamacidn aguda es de corto periodo de duracion, siendo de varios minutos hasta
varias horas o dias. La inflamacion aguda se caracteriza por el aumento del diametro de los
vasos sanguineos (vasodilatacion) que resulta en un aumento del volumen de sangre en la
zona afectada y reduccion de su flujo. Esto es la razon del enrojecimiento y aumento de la
temperatura en la zona lesionada. Continuando con el aumento de la permeabilidad
vascular, es decir las células endoteliales que recubren las vénulas disminuyen sus uniones
intercelulares produciendo poros, permitiendo el paso de proteinas plasmaticas. El resultado
es la acumulacién de liquido (edema) en el tejido. Finalmente, se observa la migracion de
monocitos, neutrofilos y linfocitos (extravasacion) hasta el lugar de la lesion mediante
quimiotaxis (Kindt, 2007). La inflamacion aguda se inicia con una serie de eventos
moleculares como la produccion de mediadores inflamatorios: citocinas proinflamatorias
(Interleucinas:1L-1, IL-6, IL-8 e IL-12; factor de necrosis tumoral: TNF-a. e Interferon-
v:IFN-y), mediadores lipidicos (prostaglandinas, leucotrienos y factor activador de

plaquetas:PAF), aminas (histamina y serotonina), 6xido nitrico, especies reactivas del
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oxigeno y proteasas plasmaticas (factor del complemento (C3) y cininas), entre otros
(Rosenberg y Gallin, 1999).

En la inflamacién crénica se observan fendmenos de larga duracién (semanas 0 meses)
se incluye el flujo de linfocitos, macréfagos y crecimiento de fibroblastos. Es una respuesta
prolongada de la inflamacion aguda que no ha podido ser reparada. Se caracteriza por la
destruccion del tejido y por la pérdida de la funcion de la parte afectada. Un ejemplo de
enfermedad que involucra la inflamacidon crénica, es la artritis reumatoide. Los compuestos
antiinflamatorios disminuyen de manera inmediata las manifestaciones de ruborizacion,
dolor, etc. Asi como inhiben la vasodilatacion y disminuyen el exudado plasmatico
reduciendo la formacién del edema; modifican las interacciones entre los leucocitos y las
células endoteliales alterando la migracion hacia la zona lesionada (Pitzalis et al., 2006);
reducen la liberacion de enzimas lisosomales, asi como de mediadores proinflamatorios
(Belvisi et al., 2001).

3.3.1. COMPUESTOS ANTIINFLAMATORIOS

Los compuestos antiinflamatorios incluyen a dos grupos de agentes terapéuticos, los
antiinflamatorios esteroideos y los no esteroideos (AINEs). Los antiinflamatorios
esteroideos mas importantes son los glucocorticoides (cortisol, cortisona, prednisolona y
dexametasona). Actlan a través de receptores especificos citoplasmaticos, los cuales una
vez activados migran al nucleo induciendo cambios en la transcripcion de determinados
genes implicados en la respuesta inflamatoria (Saklatvala, 2002). Los efectos de estos
esteroides son el resultado de la inhibicion de la expresién de citocinas proinflamatorias,

como la IL-12, el TNF-a y la produccion de prostaglandinas (Elenkov y Chrousos, 2002).

Los antiinflamatorios no esteroideos (AINES) constituyen un grupo de sustancias
quimicamente heterogéneo como la aspirina, el ibuprofeno, la indometacina, el piroxicam,
el rofecoxib y el celecoxib, involucrados con el control terapéutico de la inflamacién y con
acciones analgésicas y antipiréticas (Devillier, 2001). Se ha demostrado que la
indometacina es ampliamente conocida como un agente antiinflamatorio no esteroideo con

actividad analgésica, antiinflamatoria y antipirética (Morrow y Roberts, 1994).
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El mecanismo principal por lo que los AINES ejercen sus efectos antiinflamatorios es
la inhibicién de la respuesta inflamatoria actuando como inhibidores de la expresion y
actividad de las enzimas ciclooxigenasas COX-1 y COX-2, que inducen la sintesis de
prostaglandinas y tromboxanos a partir del acido araquidénico (Kindt, 2007). Los AINEs
favorecen el aumento de la permeabilidad vascular y la quimiotaxis de los neutréfilos en la
reaccion inflamatoria. Sin embargo, algunos estudios muestran que es la COX-2, la
causante de los efectos antiinflamatorios porque se expresa en células implicadas en la
respuesta inflamatoria como macréfagos y monocitos a su vez esta regulada por mediadores
de la inflamacién como las prostaglandinas. Y la inhibicién de la COX-1 produce lesion del
conducto gastrointestinal, hemorragias en el estdbmago, disfuncién plaquetaria y carece de
efectos antiinflamatorios importantes (Kindt, 2007).

Algunos compuestos de origen vegetal con actividad antiinflamatoria no esteroideo se
encuentran involucrados de manera directa o indirecta con distintas moléculas o
mecanismos implicados en los procesos inflamatorios y actian como inhibidores de la
expresion y actividad de PLA,, COX-2, lipooxigenasa 5 (5-LO), sinasa inducible del 6xido
nitrico (iNOS) y el factor de activacion nuclear NF-kB (Palacios, 2006). Las lactonas
sesquiterpénicas: alantolactona (Figura 2.1) e isoalantolactona (Figura 2.2) modulan
procesos inflamatorios como la liberacion de histamina y la inhibicion de 5-LO, y del NF-
kB (Siedle et al., 2003).

Figura 2. Representacion de las lactonas sesquiterpénicas con propiedades

antiinflamatorias
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3.4. EVALUACION BIOLOGICA DEL PROCESO INFLAMATORIO

Existe una diversidad de modelos experimentales aplicables al estudio de principios
activos antiinflamatorios. Los modelos de edema inducido mediante la aplicacion de
sustancias irritantes como TPA y carragenina, se caracterizan por inducir un efecto
inflamatorio local y favorecer el incremento de la actividad de la enzima mieloperoxidasa
(MPO) (Ferrari et al., 1989; Hu et al., 1993; Sanchez y Moreno, 1999; Pugneird et al.,
1998). La inhibicion del edema es un indicativo del efecto antiinflamatorio de la sustancia
que se evalta (Willoughby, 2003). Los modelos de inhibicion de la inflamacién constituyen
una herramienta de uso frecuente, con bastante fidelidad, de manera cuantitativa y eficaz.
En especial los experimentos son sencillos y reproducibles, de corta duracion y no precisan
instrumental costoso o sofisticado ademas se realizan en animales disponibles como la rata

y el ratén.

3.4.1. MODELO DE EDEMA INDUCIDO EN OREJA DE RATON CON TPA

Un buen modelo para la evaluacion de agentes anti-inflamatorios ha sido la aplicacion
topica de éster forbol (TPA) que produce una inflamacion prolongada, intensa y bifésica en

la epidermis.

La primera fase esta caracterizada por el edema de la dermis y el aumento de los niveles
de TNF-a. Debido a su estereoquimica como analogo conformacional del diacilglicerol, el
TPA desencadena varios eventos vinculados con la activacion de la proteina cinasa C (PKC
por sus siglas en inglés), dependiente de calcio (Castagnag et al., 1982; Fernandez-Arche,
et al., 2010). Ademas de activar los factores de transcripcion NF-xB y AP-1 (Holden et al.,
2008; Karin, 1997; Schlingemann et al., 2003).

En la segunda fase se observa una induccion de la enzima COX-2. Se ha reportado que
el TPA induce una respuesta inflamatoria de larga duracién en comparacion con el acido
araquiddnico, asociada por la acumulacion de células proinflamatorias y la produccién de

eicosanoides tales como el receptor de leucotrieno B4 (LTB,) y la prostaglandina E2
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(PGE>) bloqueada por AINES e inhibidores de la lipooxigenasa, con un aumento en la
permeabilidad vascular e infiltracion de neutréfilos (Bradley et al. 1982).

Asi mismo se observa un aumento de la actividad de la mieloperoxidasa en los sitios de
aplicacion (Sanchez y Moreno, 1999) e induccion de la iINOS entre otros eventos
(Murakawa et al., 2006).

3.4.2. MODELO DE EDEMA INDUCIDO CON CARRAGENINA EN PATA DE
RATA

El modelo del edema inducido con carragenina en ratas es uno de los modelos mas
utilizados para evaluar agentes antiinflamatorios, consiste en la administracion subcutanea
de una disolucién de carragenina en la aponeurosis plantar de la rata; con ello se genera
unicamente una reaccion inflamatoria local, que no se modifica por factores ajenos (Winter
etal., 1962).

La respuesta inflamatoria es mediada inicialmente con una serie de eventos moleculares
como la produccion de histamina y posteriormente por una gran variedad de mediadores
quimicos que son activados en fases consecutivas. La histamina y la serotonina son los
mediadores quimicos de la fase activa que producen la vasodilatacion e incremento de la

permeabilidad vascular creando el edema (Crunkhorn et al., 1971).

Los agentes fisicos, las reacciones inmunes, los fragmentos del complemento C3a, C5a 'y
los factores liberadores presentes en neutréfilos, monocitos y plaquetas, asi como la
interleucina 1 (IL-1), producen la liberacion de histamina y serotonina a partir de las células
cebadas (Smith y Reinard, 1992).

La formacion del edema es el resultado de sinergismo entre varios mediadores de la

inflamacion que incrementan la permeabilidad vascular y/o incrementan los mediadores del

flujo sanguineo (lalenti et al., 1995).

25



3.4.3. EFECTO DE LA ACTIVIDAD DE LA ENZIMA MIELOPEROXIDASA

Este modelo se ha utilizado como bioindicador de la irritacion de la piel y la consecuente
inflamacidén causada por agentes irritantes (Trush et al., 1994).

En el proceso de la inflamacion, los leucocitos polimérfonucleares (neutréfilos) son las
primeras células que son reclutadas desde la sangre periférica hasta el sitio de inflamacién,
seguidas tiempo después por monocitos. La infiltracion de estas células al tejido infectado o
dafiado esta regulada y mediada por moléculas de adhesidn, citocinas y componentes de la
matriz extracelular tanto en las paredes de los vasos sanguineos como en el tejido adyacente
(Muller, 2002; Taylor and Gallo, 2006).

Una de las funciones de los neutrofilos es la liberacién de proteinas y generacién de
radicales libres, los cuales contribuyen a la defensa contra patogenos, a la regulacion del
proceso inflamatorio y a combatir el dafio causado al tejido. Un producto peculiar de los
neutrofilos es la enzima mieloperoxidasa (MPO) que se almacena en grandes cantidades en
los granulos azurdfilos de los neutrofilos polimorfo nucleares humanos, siendo una de las
proteinas mas abundantes de estas células, también se localiza en los monocitos Yy
macraéfagos tisulares (Klebanoff, 2005; Lau, et al., 2006).

La MPO reacciona con el H,O, proveniente de las células fagocitarias activadas por
contacto con particulas extrafias, formando un complejo enzima-sustrato con una fuerte
capacidad oxidativa. Este complejo forma el acido hipocloroso (Weiss et al., 1982; Malle et
al., 2000; Zhang et al., 2003).

La respuesta de la inflamacion inducida por el TPA en el edema agudo esta asociada con
un incremento en la actividad de la mieloperoxidasa (Lefkowitz et al., 1999; Eleuteri et al.,
2009) y otras enzimas de la superfamilia de las peroxidasas (Ortiz de Montellano, 1992),
asi como también de su sustrato, el H,O, (Kettle y Winterbourn, 1997), como resultado de

la migracién de los neutrofilos.
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3.5. PRODUCCION DE METABOLITOS SECUNDARIOS POR CULTIVO DE
TEJIDOS VEGETALES

Las diferentes técnicas de cultivo de tejidos vegetales ofrecen una herramienta viable
con las plantas medicinales para generar y/o aumentar la produccion de diversos
compuestos quimicos a semejanza de la planta madre (Smith, 2000; Faisal et al., 2005) en

un ambiente controlado independiente de las variaciones ambientales (Sharp et al., 1979).

Esto se explica con base en la propiedad de la totipotencialidad celular que refiere la
capacidad que posee cualquier célula y tejido vegetal de formar todos los tipos celulares y
de expresar el total de su potencial genético en la sintesis de un producto a semejanza de la
celula madre en condiciones de cultivo apropiadas, asi como de regenerar en una planta
completa (Funk et al., 1987; Lindsey y Jones, 1989; Pierik, 1997; Zhu et al., 2000).

El cultivo in vitro puede realizarse con determinados 6rganos, es decir aquellos que
poseen un tamario y forma establecido, como las hojas, flores y frutos. El tamafio de dicho
explante es importante, usualmente los explantes de mayor tamafio aumentan la
probabilidad de tener un cultivo exitoso. Asi mismo, es necesario tomar en cuenta la salud
y edad de la planta madre, variaciones fisiologicas y morfoldgicas que puede tener de
acuerdo a la estacionalidad y por variables como la ausencia de suministro permanente de
nutrientes y el temprano trasplante de las plantula (George et al., 2008). En especial,
algunas especies con un déficit hidrico, generan una reduccion en la expansion celular, ya
que la turgencia de las células en crecimiento brinda la fuerza motriz para la expansion
(Sanchez-Diaz et al., 2000), ademas la fotosintesis se ve afectada por la reduccion de
turgencia (Jumar et al., 1994).

Las diferentes técnicas de cultivo de tejidos vegetales han sido investigadas en los
ultimos afios, debido a los avances alcanzados para obtener la produccién de los diferentes
compuestos que presentan algunas plantas (Zenk, 1991; Ravishankar y Rao, 2000).

Por ejemplo, a partir del cultivo de raices transformadas de Chamomilla recutita L., se

han obtenidos compuestos como el cedrol e isovalerato de geranilo. En cultivos de células
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en suspension de Vernonia cinérea (L.) Less., se obtuvieron alcaloides y de los cultivos de
callo de Tagetes spp. se obtuvieron piretrinas (Valdés, 2010). En especial cuando de
manera constante, ilimitada, uniforme y con posibilidad de escalar la biomasa a
biorreactores con diferentes capacidades (Tabla 1), favorecen que los experimentos en la
industria farmacéutica para producir diferentes tipos de farmacos, sean reproducibles o sean
un medio efectivo para la incorporacion de materiales precursores, los cuales son dificiles
de administrar en la especie vegetal completa (Lindsey y Jones, 1989; Gerats et al., 1991;
Payne et al., 1992; Islam, 1996, Pedapudi et al., 2000).

La produccion de metabolitos secundarios como los sesquiterpenos estan directamente
asociados a la intensidad de luz, que de acuerdo a su cantidad y calidad pueden inducir o0 no
tener un efecto especial sobre el desarrollo de la planta, favorable para la biosintesis o
acumulacién de estos compuestos, aun en condiciones controladas de cultivo in vitro. Por
ej. Digitalis lanata Ehrh., acumul6 digoxina en sus hojas durante su estadio vegetativo,

mientras que en el invierno la acumulacién se observo limitada (Linley et al., 1985).
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Tabla 1. Rendimiento obtenido de diferentes metabolitos secundarios con importancia
farmacoldgica mediante el cultivo de células en suspensiéon (DiCosmo y Misawa, 1995).

Rendimiento
Especie Compuesto . L Cultivo in vitro Planta completa
Actividad biol6gica
(mgL-1; %, PS). (% en PS*).
Catharanthus roseus (L.) G. Don Ajmalicina Antihipertensivo 400 mgL™ -
Alcaloide
Taxus brevifolia Nutt. Taxol Anticancerigeno 9.89 mgL* -
Taxus cuspidata Siebold & Zucc.
Diterpeno
Rauwolfia serpentina Ajmalicina Antiarritmico 1600 mgL™* 0.3
Camptotheca acuminata Decne. Camptotecina Anticancerigena 0.00025 % PS -
Alcaloide
Artemisia annua L. Artemisina Antimalérico - -
Lactona
sesquiterpénica
Coptis japdnica Makino Berberina Antiinflamatorio 10% PS; 2-4
Antimicrobiano 700 mgL*
Alcaloide
Papaver somniferum L. Sanguinarina Antimicrobiano 250 mgL* -
o\
5C R~ \
0. N
o
Alcaloide
Dioscorea deltoidea Wall. Diosgenina Anticonceptivo 2.0% PS 2.0
!,'.", 7
philo”
Esteroide
Panax ginseng C.A. Mey. Gingenosidos Inmunoestimulante 0.4% PS; 4.5
150 mgL™
Lithospermum erythrorhizon Shikonina Antibacterial, 20% PS; 15
Siebold & Zucc. antitlcera 1400 mgL™*

*PS: peso seco.
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3.6. CLASIFICACION TAXONOMICA DE Psacalium peltatum (Kunth) Cass.

(Asteraceae)

La clasificacion taxonémica de Psacalium peltatum (Kunth) Cass., (Syn. Senecio

peltiferus Hemsl.) se muestra en la Tabla 2:

Tabla 2. Taxonomia de Psacalium peltatum (Kunth) Cass.

Reino
Subreino
Division
Clase
Subclase
Orden
Familia
Tribu
Género

Especie

Plantae
Tracheobionta
Magnoliophyta
Magnoliopsida
Asteridae
Asterales
Asteraceae
Senecionenae
Psacalium

Psacalium peltatum (Kunth)

Para el género Psacalium, se considera que hay 47 especies distribuidas desde el

suroeste de los E. U. A. hasta Guatemala (Barkley et al., 1996). En México se calculan 36

especies nativas con 6 especies de distribucion amplia, 25 de distribucion regional, 8 de

distribucion local y 2 en peligro de extincion (Turner y Nelson, 1998).

La distribucidn que presenta es variable y compleja, con variedades segun el lugar donde

se colecta. Crece en el campo asociada a vegetacion perturbada de los bosques de encino y

juniperos en la Sierra Madre Oriental, Sierra Madre Occidental y en el Centro de México

(Pippen, 1968; Linares y Bye, 1987).
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3.6.1. DESCRIPCION BOTANICA Y ETNOBOTANICA DE P. peltatum (Kunth)
Cass.

La descripcion botanica de Psacalium peltatum (Kunth) Cass., basada en Robinson y
Brettell, 1973; Rzedowski y Rzedowski, 1985; Bye, 1986; Linares y Bye, 1987., refiere que
es una planta herbacea perenne, subescaposa, erecta de 0.3 a 1.3 m. de alto (Figura 3 A-B).
Las cabezuelas tienen 20 o mas flores, sobre pedunculos de 0.3 a 2 cm de largo, receptaculo
plano y ligeramente alveolado. El color de las flores es crema a café, de 14 a 21 mm de
largo (Figura 3 C). Tiene de 3 a 4 hojas basales en roseta, con peciolos de 6 a 42 cm de
largo (Figura 3D). Las hojas son principalmente peltadas con laminas suborbiculares
peltadas y palmatinervias, profundamente multilobadas, con 6 a 8 nervaduras principales, y
de 7 a 9 lI6bulos o dientes mas pequefios (Figura 3E). Ademas los tallos, hojas e
inflorescencias son densamente pilosos con pelos multicelulares. El tallo principal es
estriado-acanalado y meduloso, lanoso en la base cerca de la raiz. Con rizoma grueso;
numerosos Yy delgados fasciculos de raices con orientacion vertical que se extienden en una
corona de pelos radiculares y con grupos de tricomas en las bases de los tallos; la union del
rizoma y el tallo esta cubierta por una corona de abundantes pelos amarillos; ademas las

raices son de color ocre y carece de olor picante (Figura 3 F).
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Figura 3. Ejemplar de Psacalium peltatum (Kunth) Cass. var. peltatum colectada en el
poblado de la Estanzuela, Hidalgo, México. Escalas: A 1.5 m; B: 1 m; C: 1.3 cm; D: 40 cm,
E: 25cm; F: 22 cm.

Los aspectos etnobotanicos de P. peltatum refieren que esta especie forma parte del
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conjunto de plantas medicinales conocido como complejo “matarique”, constituido por: P.
peltatum (Kunth) Cass., P. sinuatum (Cerv.) H. Robins & Brett., P. decompositum (Gray)
H. Robins. & Brett., P. radulifolium (Kunth) H. Robins & Brett. y Acourtia thurberi (Gray)
Reveal & King, especies que pertenecen a la familia Asteraceae y tienen rizomas gruesos,
con numerosas y delgadas raices con orientacion vertical y copetes pilosos en la base del
tallo (Linaresy Bye, 1987; Bye et al., 1995).

Los rizomas de P. peltatum (Figura 3 F), son utilizadas en forma individual o en
conjunto con otras raices como remedio natural para la diabetes, el reumatismo,
enfermedades renales y gastrointestinales (Roman-Ramos et al., 1991, 1992; Bye et al.,
1995; Gardufio-Ramirez et al., 2001; Contreras-Weber et al., 2002).

Debido al efecto hipoglucemiante de estas especies, se originé la sobreexplotacion
nacional e internacional de las raices de poblaciones de algunas de ellas, particularmente de
P. decompositum considerada la especie dominante, mas utilizada, costosa y que se
encuentre en vias de extincion local (Linares y Bye, 1987) porque habita exclusivamente en
la Sierra Tarahumara (Chihuahua) y es buscada por la gente que habita mas alla de su area
geografica (Inman et al., 1999; Alarcon-Aguilar et al., 1997).

Las demas especies son consideradas substitutas, utilizadas dentro de su area geogréafica
de distribucion natural, P. peltatum en el Valle de México, P. radulifolium en la Sierra de
Alvarez (San Luis Potosi), P. sinuatum en la Sierra Madre Occidental y A. thurberi en el
norte de la Sierra Madre Occidental (Sur de Arizona y Nuevo México) (Linares y Bye,
1987)

En especial, P. peltatum es la especie sustituta més utilizada a un costo mas accesible

debido a su crecimiento cercano a los centros de comercializacion (Alarcon-Aguilar et al.,
1997).
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3.6.2. ASPECTOS FITOQUIMICOS, FARMACOLOGICOS Y
BIOTECNOLOGICOS DE P. peltatum (Kunth) Cass.

Los compuestos aislados de P. peltatum fueron identificados parcialmente y comparados
con los datos ya descritos para P. decompositum, especie que pertenece al complejo
matarique (Romo y Joseph-Nathan, 1964; Correa y Romo, 1966 Rodriguez et al., 1968;
Jiménez et al., 1997; Inman, et al., 1999; Hernandez, 1999; Reyes et al., 2002). Las
estructuras quimicas mostraron estar relacionadas con el acetato de maturina (Figura 4.1),
la maturinina totalmente aromatica con un metilo (Figura 4.2), la maturina con un grupo
hidroximetilo (Figura 4.3) y la maturinona (Figura 4.4) que present6 actividad como
inhibidor de la peroxidacion de lipidos de membrana en mitocondrias y microsomas (Doe
et al., 2005). Ademas se identificd por primera vez el angelato de 3,4-dehidro-14-maturinol
(Figura 4.5) el cual podria ser considerado el marcador quimico para la certificacion y
autenticidad de la especie (Rojano-Vilchis, 2005).

Figura 4. Principales sesquiterpenos aislados e identificados de P. peltatum (Kunth)
Cass.

El estudio del efecto hipoglucemiante en ratones con la decoccion de las raices de P.

decompositum, P. peltatum y Acourtia thurberi, demostré que no habia relacion con
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algunos de los compuestos mencionados (Alarcon-Aguilar et al., 1997). Contreras-Weber
et al., 2002 observo el efecto hipoglucémico con P. peltatum a través de la decoccién de las
raices, sin atribuir propiedad medicinal alguna a compuesto aislado. En ensayos de
actividad antiinflamatoria con ratones se observé que el compuesto acetato de maturina,
aislado de P. peltatum presentd actividad antiinflamatoria (Hernandez-Tejeda, 1999) cuyo
valor se corrobor6 en el modelo de edema inducido con éster de forbol (TPA) en un
porcentaje de inhibicion del 95.41% (Rojano-Vilchis, 2005). Ademas, se analizd y se
observo que el acetato de maturina carece de citotoxicidad contra células cancerigenas,
estimula la viabilidad de macréfagos de raton y esplenocitos, induce la actividad enzimatica
lisosomal, pinocitosis y actividad de las células NK (Natural Killer) e incrementa la
produccion de IL-2, IL-15 y IFN-c en ratones inmunosuprimidos, lo cual indica que el
acetato de maturina puede ser un buen auxiliar en la restauracion de las funciones del

sistema inmune en enfermedades que causan inmunosupresion (Juarez, M., et al. 2013).

Con respecto a los aspectos biotecnolégicos, la produccién de metabolitos secundarios
por cultivo de tejidos vegetales, se observo en los cultivos de raices transformadas de P.
decompositum la produccion de los compuestos que se obtienen de las raices colectadas en
campo, en contraste con los cultivos in vitro de callo y de células en suspension en donde
no se observd la sintesis de compuestos (Escalante, 2007). Sin embargo, los estudios del
establecimiento de los diferentes cultivos in vitro de P. peltatum para monitorear la
produccion de los diferentes compuestos aislados e identificados del extracto hexanico
muestran que en el estudio de induccidn e incremento de los compuestos maturinina,
acetato de maturina y angelato de 3,4 dehidro-14-maturinol, por la adicién de un
homogenado flangico de Aspergillus niger en los cultivos de células en suspension de P.
peltatum, se observé el incremento del acetato de maturina, del 0.2407 al 0.810 gL en
peso seco, no asi de la maturinina y el angelato de 3-4 dehidro 14-maturinol. El
rendimiento obtenido del acetato de maturina por efecto de la adicion del homogenado fue
del 73% comparado con lo obtenido en la planta in vivo (Hernandez-Tejeda, 1999; Rojano-
Vilchis, 2005).
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4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La familia Asteraceae estd ampliamente distribuida a nivel mundial y agrupa el mayor
nimero de plantas medicinales utilizadas como remedio natural para el tratamiento de
diversas enfermedades que afectan al hombre. El principal empleo de las raices de la
especie medicinal Psacalium peltatum (Kunth), es como agente hipoglucemiante. Sin
embargo, no existe evidencia en la literatura del potencial que tiene el compuesto acetato de
maturina identificado parcialmente de la especie vegetal P. peltatum como agente
antiinflamatorio asi como su produccién en las raices de las plantulas regeneradas de
cultivos in vitro. Por lo tanto, ;Existira en la especie vegetal P. peltatum, la obtencién e
identificaciéon estructural del acetato de maturina, que mediante evaluaciones de la
actividad antiinflamatoria muestre tener la capacidad como agente antiinflamatorio y a su
vez el compuesto acetato de maturina, se produzca en las raices de plantulas regeneradas en

cultivos in vitro de P. peltatum?
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5. HIPOTESIS

Se plantea que mediante la obtencion de los diferentes extractos organicos de las raices
de la especie vegetal Psacalium peltatum (Kunth) Cass., el aislamiento y elucidacién
estructural del compuesto sesquiterpénico, acetato de maturina, mostrara tener la capacidad
como agente(s) antiinflamatorio(s) en los modelos de actividad antiinflamatoria del edema
inducido en la oreja de ratén con 12-O-tetradecanoiylphorbol acetato (TPA), carragenina y
de la actividad de la enzima mieloperoxidasa. Asi como, el compuesto, acetato de maturina,

se producira en las raices de las plantulas regeneradas en cultivos in vitro de P. peltatum.
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6. METODOLOGIA

Los objetivos planteados del presente proyecto de investigacion se llevaron a cabo en
dos etapas. Ambas etapas de experimentacién se complementan mediante el siguiente
diagrama (Figura 5).

En la primera etapa se llevd a cabo el estudio del aislamiento, purificacion,
identificacion de los compuestos sesquiterpénicos, asi como la evaluacién de la actividad
bioldgica antiinflamatoria del acetato de maturina en los laboratorios del Instituto de
Quimica. Laboratorio 2-10 del Departamento de Productos Naturales, Laboratorio de
Pruebas Bioldgicas, Laboratorio de Cromatografia, Laboratorio de Resonancia Magnética
Nuclear y Laboratorio de Espectrometria de Masas.

En la segunda etapa se realizd el establecimiento de la regeneracién in vitro de P.
peltatum mediante el establecimiento de los diferentes cultivos de tejido vegetal en el
Laboratorio de Cultivo de Tejidos Vegetales del Jardin Botéanico del Instituto de Biologia
de la UNAM.
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Figura 5. Representacion general de la ruta experimental del estudio fitoquimico,
evaluacion biologica, cultivo de tejidos vegetales de P. peltatum y evaluacion del

rendimiento del acetato de maturina.
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6.1. COLECTA Y AUTENTICACION DE P. peltatum (Kunth) Cass.

Mediante la informacion del lugar de colecta por Hernandez-Tejeda (1999) y de la
busqueda en el Herbario Nacional (MEXU) del Instituto de Biologia de la UNAM de los
diferentes lugares de localizacion y distribucion de P. peltatum. La zona de la colecta de los
organismos completos, rizomas primarios y secundarios de P. peltatum se realizé dentro de
la region central de México, habitat natural de P. Peltatum (Linares y Bye, 1987) en el
Estado de Hidalgo en el Municipio de Mineral del Chico, en el poblado de la Estanzuela en
los meses de septiembre y octubre del afio 2008, 2009 y 2010. El perimetro de la zona de
estudio fue de 2,453 m® Las coordenadas geograficas de la zona de estudio son 20°09°55”
de latitud norte y 98° 45°08” de longitud oeste. La vegetacion de la zona de estudio fue del
tipo de vegetacion de montafia de bosque de Quercus rugosa (Masam.) J.C. Liao (encino) y
Juniperus deppeana Steud. (junipero), con un clima templado. La rectificacion taxonémica
de la especie fue realizada por la técnica académica del Herbario Nacional (MEXU) del
Instituto de Biologia de la UNAM, Gilda Ortiz Calderdn. Un ejemplar de P. peltatum, fue
depositado en el Herbario Nacional de la colecta 4Rojano (MEXU 1138692).

6.2. ESTUDIO FITOQUIMICO

Los compuestos sesquiterpénicos fueron aislados, purificados e identificados a partir
de los extractos hexanicos de los rizomas secundarios de P. peltatum, los cuales se
utilizaron como patrén de referencia en los métodos analiticos. A continuacion se menciona

la preparacion del extracto hexanico y el procedimiento cromatografico optimizado.

6.2.1. PREPARACION DE LOS DIFERENTES EXTRACTOS ORGANICOS A
PARTIR DE LAS RAICES DE P. PELTATUM (KUNTH) CASS.

Los rizomas primarios y secundarios de P. peltatum fueron separados manualmente
para su analisis. Se cortaron en fracciones pequefias de aproximadamente 1.5 cm.
Posteriormente fueron colocadas en superficies limpias a temperatura ambiente,
aproximadamente por 20 dias para eliminar el agua contenida en los tejidos vegetales.

Después se colocaron en recipientes de vidrio de diferentes capacidades, adicionando el
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disolvente hasta que cubriera totalmente los rizomas, de esta forma el material vegetal fue
sometido a una maceracion exhaustiva con n-hexano, cloruro de metileno, etanol, metanol
y agua. El tiempo de maceracion fue de 24 a 72 horas, durante 7 dias. Al término de cada
extraccion, las soluciones fueron filtradas y concentradas a sequedad mediante presion

reducida con una temperatura maxima de 40° C en el rotavapor.

6.2.2. FRACCIONAMIENTO DEL EXTRACTO HEXANICO DE RAIZ

La obtencion, identificacion y la elucidacion estructural de los compuestos presentes, se
realizd con el fraccionamiento del extracto hexanico de raiz. Para los procedimientos de
extraccion se utilizaron disolventes grado industrial, destilados en el laboratorio. Los
disolventes y reactivos empleados para efectuar la purificacién y los diferentes analisis
fueron grado reactivo analitico (Sigma).

6.2.3. CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA

Las fracciones obtenidas fueron analizadas por cromatografia en capa fina (CCF) la cual
se realiz6 en cromatofolios de aluminio cubiertos de gel de silice G-200, UV 254 (Merck),
de 0.2 mm de espesor e impregnadas con un indicador de fluorescencia 60 GF254 Alugram.
Los compuestos fueron visualizados en una camara con una lampara de luz ultravioleta
(U.V.) de onda corta (254 nm) y larga (365 nm) (Cole Palmer 9815 series Lamps).
Posteriormente, los compuestos fueron revelados mediante la aspersion sobre la placa de
una solucion de sulfato cérico Ce (SQOy), al 1% (p/v) disuelto en acido sulfarico (H,SO,4) 2N
y hielo picado. Para el desarrollo del color fue necesario calentar la placa por 2 minutos
aproximadamente a 110°C.

6.2.4. CROMATOGRAFIA EN COLUMNA ABIERTA

El fraccionamiento del extracto hexanico, se llevd a cabo mediante cromatografia en
columna abierta. Una porcion del extracto hexanico se disolvio con la minima cantidad de
disolvente hasta la total disolucion y se afiadié gel de silice en una proporcion 1:3.

Dependiendo de la porcion obtenida de extracto hexanico se utilizaron columnas de vidrio
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de diferentes capacidades, las cuales fueron empacadas con gel de silice 60 Ahigram Sil G,
kiesel, malla 70-230 (Merck) como fase estacionaria. Cada fraccion obtenida se concentrd
en un rota evaporador hasta su sequedad. Para desarrollar la cromatografia se utilizaron
mezclas de disolventes en orden creciente de polaridad, se inicié la elucién con n-hexano
después se incrementd gradualmente la polaridad con un sistema hexano-acetato de etilo y
metanol. Se recolectaron fracciones de 50-250 mL, se elimind la fase mdvil en rota
evaporador y las fracciones concentradas se colectaron en frascos viales de vidrio. Se
monitoreo el desarrollo de la cromatografia por cromatografia en capa fina (CCF) revelada
con luz U.V. y sulfato cérico en &cido sulfurico. Se reunieron aquellas fracciones que

presentaron similitud cromatogréfica.

6.2.5. CROMATOGRAFIA EN COLUMNA RAPIDA

Dependiendo de la muestra obtenida del extracto hexanico se utilizaron columnas de
diferentes volimenes que contienen en la parte inferior una placa porosa de fibra de vidrio.
Se acopl6 a un matraz kitasato con salida a vacio. La fase estacionaria utilizada fue gel de
silice 60 H, la cual se empac6 de forma uniforme, posteriormente se aplic vacio y el
adsorbente se comprimié manualmente. Después se vertié una cantidad de fase mdvil para
empaquetar aun méas la fase estacionaria. Cuando la fase estacionaria se seco
completamente, se agreg6 la muestra de extracto adsorbida en gel de silice en la superficie
del adsorbente. A continuacion se afiadid la fase mavil y se aplico vacio. Para desarrollar la
cromatografia se utilizaron mezclas de disolventes en orden creciente de polaridad como en
la cromatografia en columna abierta, de la misma forma se recogieron fracciones de 50 a
100 mL. Las fracciones se colectaron y depositaron en frascos viales de vidrio y se
monitored el desarrollo de la cromatografia por CCF reuniendo las fracciones que

presentaron similitudes cromatogréficas.
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6.2.6. CRISTALIZACION

En la mayoria de los casos se indujo la cristalizacion por medio del raspado de las
paredes de los viales de vidrio donde se encontraba la muestra. Al cabo de unas horas se
formaban los cristales. No fue necesario secarlos al vacio. Unicamente se concentraban en
otro vial de color ambar para evitar su oxidacion y se conservaban a temperatura ambiente

o0 en refrigeracion a 4 °C.

6.2.7. ELUCIDACION ESTRUCTURAL DE LOS COMPUESTOS
SESQUITERPENICOS

Los compuestos obtenidos del extracto hexanico de los rizomas de Psacalium peltatum
se enviaron para su andlisis a los laboratorios de Infrarrojo, Resonancia Magnética Nuclear,

Espectrometria de Masas y Cromatografia del Instituto de Quimica, UNAM.

6.2.8. ESPECTROMETRIA DE INFRARROJA

La espectrometria de absorcion en la region infrarroja (IR) se realiz6 en un
espectrofotometro Nicolet modelo Magna FT-IR SX con la técnica de pastilla de bromuro
de potasio (KBr) y en solucién de cloroformo. Las frecuencias maximas de absorcién se

presentaron en cm-.
6.2.9. ESPECTROMETRIA DE MASAS

Los experimentos se realizaron en un espectrometro JEOL JMS AX 505 HA mediante la
técnica de impacto electronico (MS-EI) a 70 eV, fueron obtenidos por inyeccién directa en

un equipo Jeol operando en modo EI*. Los resultados se mostraron como la relacion de
masa respecto de la carga (m/z), junto con los porcentajes de abundancia relativa (% a.r.).
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6.2.10. ESPECTROSCOPIA DE RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR

Los espectros de Resonancia Magnética Nuclear de Hidrégeno (RMN de *H) se
realizaron por medio de espectrémetros analiticos Varian Gemini 200 (200 MHz), Varian
UNITY-300 (300 MHz) y Varian Unity-500 (500 MHz), los espectros de Resonancia
Magnética Nuclear de Carbono (RMN de **C) se realizaron por medio de espectrémetros
analiticos de 125 MHz; se utilizaron los siguientes disolventes deuterados (Aldrich):
cloroformo (CDCI3) dimetil sulféxido (DMSO-dg) o metanol (CD3OD). Los
desplazamientos quimicos se expresaron en partes por millon (ppm) referidos al
tetrametilsilano (TMS) como referencia interna. Las constantes de acoplamiento (J) se dan
Hz. Las abreviaturas empleadas para denotar la multiplicidad de las sefiales son: s, sefial
simple o singulete; d, sefial doble o doblete; dd, sefial doble de doble; m, sefial maltiple o
multiplete; t, sefal triple o triplete.

6.2.11. DIFRACCION DE RAYOS X

Los estudios de difraccién de rayos X se llevaron a cabo en un difractémetro Bruker
Smart APEX AXS con detector de area. La radiacion y longitud de onda aplicada fue
MoKa con A = 0.71073 A, tipo de barrido de hemisferio, temperatura 298 K, rango de 6
para la recoleccion de datos de 2.14 a 25.39°, 12 272 reflexiones colectadas, 2800
reflexiones independientes, el programa empleado para la determinacion estructural fue el
SHELXS-97. Los datos cristalograficos se depositaron en el Centro Cambridge de Datos
Cristalograficos (CCDC) y pueden ser solicitados al director (The Director, CCDC, 12
Union Road, Cambridge CB2 1EZ, UK (Fax: +44 (1223) 336-033) o por correo electrénico

a la direccién deposit@ccdc.cam.ac.uk.

6.2.12. DETERMINACION DEL PUNTO DE FUSION

Los puntos de fusion de cada compuesto se determinaron en un equipo Fisher Scientific
empleando cubreobjetos redondos, el valor se reporté en °C.
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6.3. EVALUACION BIOLOGICA DEL PROCESO INFLAMATORIO

Los animales utilizados en los ensayos se adquirieron en el bioterio del Instituto de
Fisiologia Celular de la UNAM. Se manipularon de acuerdo con las condiciones
establecidas en la norma NOM 062-Z00-1999. En especial la colocacion de los animales
dentro de cajas de polipropileno transltcidas, con un ciclo de luz/oscuridad de 12 h y en
condiciones ambientales controladas (20-22 °C de temperatura y de 50-60 % de humedad).

Los animales recibieron ab libitum agua y una dieta estandar de laboratorio.

6.3.1. MODELO DE EDEMA INDUCIDO EN OREJA DE RATON CON ACETATO
DE 12-O-TETRADECANOILFORBOL (TPA)

El ensayo de edema inducido con acetato de 12-O-tetradecanoilforbol (TPA, Sigma) se
realiz6 siguiendo la metodologia descrita por Rao et al., 1993 y Paya et al., 1996. Se
emplearon ratones machos de la cepa CD1 con pesos entre 25-30 g. Los animales se
dividieron al azar en grupos (n=5) por cada tratamiento. Se colocaron en cajas de acrilico
transparente a temperatura constante de 24 °C, con un fotoperiodo de 12/12 h luz/oscuridad

y con agua y alimento ad libitum.

Los ratones se pesaron, marcaron y anestesiaron por via i.p. con pentobarbital sédico a
una dosis de 3.5 mg/Kg. Una vez anestesiados los ratones, se aplicé a nivel tépico con una
microjeringa de vidrio marca Hamilton en ambos lados de la oreja derecha una solucion de
TPA (0.25 mg/mL) disuelto en 10 pL de etanol (5 pL por lado de la oreja). En la oreja
izquierda (control) recibio el vehiculo correspondiente 10 pL de etanol (5 puL por un lado
de la oreja) y 20 pL del vehiculo del compuesto (10 pL por el otro lado de la oreja).
Después de 10 min, se aplicaron los extractos y el compuesto de prueba (acetato de
maturina: MA), disueltos en 20 uL del vehiculo correspondiente (metanol, etanol, acetona,
diclorometano, acetato de etilo 0 mezcla de disolventes) sobre ambos lados de la oreja
derecha en las dosis indicadas en la Tabla 3. La indometacina se aplicé en la oreja derecha
del grupo control como farmaco de referencia en las dosis indicadas en la Tabla 3. El

grupo control recibié en la oreja derecha la mezcla de disolventes correspondiente en la
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misma cantidad que los tratados. La oreja izquierda sirvié como control negativo. Cuatro
horas después de la aplicacion del TPA, los extractos, el compuesto de prueba y la
indometacina, los animales fueron sacrificados a eutanasia con bidxido de carbono (CO,)
para la toma de una biopsia con sacabocados de 7,0 mm de diametro de ambas orejas de

cada animal.

Tabla 3. Sustancias evaluadas (extractos, compuesto de prueba: acetato de maturina y
de referencia: Indometacina) en el modelo de inflamacion inducido por TPA

Extractos/compuestos Dosis (mg/oreja) Vehiculo
EHRa 0.18,0.42,1 A
EetRa 0.18,0.42,1 B
EMRa 0.18,0.42,1 C
EARa 0.18,0.42,1 D
MA 0.18,0.31,0.42,0.56,1 E
Indometacina 0.04,0.08,0.15,0.26,0.46 E

EHRa: Extracto Hexanico de Raiz; EetRa: Extracto etanélico de Raiz; EMRa: Extracto Metanoélico
de Raiz; EARa: Extracto Acuoso de Raiz. MA: Acetato de Maturina. A: MeOH-acetona (1:1 v/v);
B: EtOH-H,0 (1:1 v/v); C: MeOH; D: MeOH-H,0 (1:1 v/v) H,0; E: EtOH-acetona (1:1 v/v).

La inflamacién se evalu6 como la diferencia de pesos (en mg) entre la biopsia de la
oreja derecha respecto a la biopsia de la oreja izquierda de cada animal. El incremento del
peso de la muestra derecha con respecto a la izquierda representa el edema. Los porcentajes
de inhibicién del edema (E1%) se calcul6 con la formula: % de Inhibicion (E1%) = [(C-E) /
C] 100. Donde C corresponde al valor promedio del edema del grupo control (tratado con
TPA) y E corresponde al valor promedio del edema del grupo experimental tratado con las
sustancias de prueba o el farmaco de referencia. Los resultados obtenidos se sometieron a
un analisis de varianza de una via (ANOVA), seguida de una prueba de Dunnett de
comparacion maultiple para aislar los grupos con diferencia estadisticamente significativa
(p<0.05) (Tallarida, 1987). La dosis inhibitoria 50 (Dlso en mg/Kg), es la dosis que produce
una respuesta igual a la mitad de la respuesta maxima. La dosis efectiva 50 se determiné
trazando una linea horizontal del punto del 50% de respuesta en la region lineal de la curva
de dosis-respuesta; en el punto de interseccion con la curva se traza una linea vertical. El

punto en el cual la linea intercepta la abscisa, es la Dls.
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6.3.2. MODELO DE EDEMA INDUCIDO CON CARRAGENINA EN PATA DE
RATA

El ensayo de edema inducido con carragenina se realizd siguiendo la metodologia
descrita por Winter et al., 1962, con ciertas modificaciones. El ensayo se realizd con ratas
macho Wistar con un peso en el rango de 180 a 200 g, distribuidas al azar en grupos de seis
por tratamiento. EI volumen basal (Vo, mL) de la pata trasera derecha de cada rata se midio
por triplicado en un pletismoémetro previamente calibrado (modelo 7150, UGO Basile,
Italia). Inmediatamente después, se administraron por via intraperitoneal los extractos y el
compuesto de prueba disueltos en una mezcla de Tween 80 (5%) en agua y DMSO (9:1
v/v) a la dosis de 100 mg/Kg porque fue la dosis con evidente efecto antiinflamatorio para
con el ibuprofeno (In-Tae et al., 2004) el diclofenaco (Ojewole, 2005) y los extractos que
son comUnmente utilizados a esta concentraciéon (Bolanle et al., 2012, Arawwawala et al.,
2012; Prakash Babu et al., 2011). Ademas, el naproxeno, se utiliz6 como control positivo
porque es ampliamente aceptado como antiinflamatorio no esteroideo a una dosis-efecto
dependiente (Delporte et al, 2005). Los farmacos de referencia que se utilizaron fueron el
naproxeno e ibuprofeno, administrados 30 minutos antes por via intraperitoneal. El grupo

control recibio el vehiculo correspondiente.

Una hora después (tp), el edema en la pata derecha fue inducido mediante la
administracion subcutanea de carragenina al 0.1 % (p/v) en solucioén salina fisioldgica en el
cojinete plantar de la pata derecha. El volumen de la pata se midié mediante la técnica
volumétrica de desplazamiento de fluido con un pletismémetro durante un periodo de 5
horas después de la administracion de la carragenina. La diferencia de los volimenes a cada
tiempo respecto a V, representd una medida del edema. Estos datos se utilizaron para
calcular la variacion del edema (Vt-VO0) en cada grupo. Los porcentajes de inhibicién (1%)
fueron determinados usando la siguiente formula: 1% = 100 — (Bx100)/A, donde A es el
valor promedio de la variacién del edema (Vt-Vo) en el grupo control y B es el (Vt-V0) en
los grupos tratados con acetato de maturina y los farmacos de referencia. Los datos se
expresaron como la media + error estandar. Con los datos estadisticamente significativos se
construyeron curvas dosis-respuesta para cada tratamiento y se realiz6 un ajuste lineal, lo

que permitio calcular los valores de la dosis inhibitoria 50 (Dlsp) para cada tratamiento.
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6.3.3. ENSAYO DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA DE MIELOPEROXIDASA
(MPO) POR EL METODO DE TMB (3, 3’, 5, 5-TETRAMETILBENZIDINA)

El ensayo se realiz6 con la muestra de oreja del ensayo de edema inducido en la oreja de
raton con TPA, segun los protocolos de Suzuki et al. (1983) y Bradley et al. (1982).
Después de la administracion por via topica tanto de TPA como del compuesto a probar asi
como de indometacina en los grupos de ratones macho de la cepa CD-1. Los ratones se
sacrificaron a las tres horas posteriores a la aplicacion del TPA y se obtuvieron las biopsias
de 7 mm de diametro de ambas orejas de cada ratdn, mientras que los ratones con
indometacina se sacrificaron a las seis horas y se obtuvieron biopsias de ambas orejas en
idénticas condiciones (Murakawa et al., 2006). Las muestras de orejas de ambos grupos se
pesaron y congelaron con hielo seco en un tubo eppendorf seco. Las muestras se
homogenizaron mediante el homogeneizador de tejidos marca OMNI de 5 mL y se agreg6
1 mL de solucion amortiguadora de fosfatos 80 mM, pH 5.4 conteniendo 5% de HTAB
(Bromuro de hexadecyltrimetil-amonio) y se homogeniza por 60 seg a 3000 rpm. Después
se congel6 y descongeld 3 veces el homogenado y se sonifico por 20 seg., se centrifugo por
20 min a 12,000 rpm a 4°C. Al término se pasaron por cuadruplicado 10 pL del
sobrenadante a una micro placa de 96 pozos. El blanco o control sélo lleva 10 uL de HTAB
0.5 %. Las demas muestras se afiadieron 180 uL de PBS (solucién amortiguadora de
fosfatos) 80 mM pH 5.4. La placa se calentd a 37°C y se mantuvo a esta temperatura
durante el resto del ensayo. Se adicionaron 20 pL de H,O, al 0.017%. La reaccion se inicio
al adicionar 20 uL de clorhidrato de tetrametilbencidina TMB 18.4 M en una disolucion
acuosa de dimetilformamida DMF al 50%. Posteriormente se incub6 a 37 °C durante 5 min
con agitacion constante. La reaccion se detuvo adicionando 20 pL de &cido sulfurico
(H2SO4) 20 M en un bafio de hielo. La actividad enzimatica se determind
colorimétricamente empleando un lector de placas, midiendo la absorbancia a 450 nm en un
lector de micro placa Bio-Tek ELx808. El porcentaje de inhibicion de la actividad
enzimatica (IA%) se calculé con la ecuacion: 1A%=(Ac-Ap/Ac)*100, en donde Ac es la
absorbancia del grupo control y Ap es la absorbancia del grupo problema. Los datos se

expresaron como la media + error estandar.
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6.4. CULTIVOS DE TEJIDOS VEGETALES

Para llevar a cabo el establecimiento de los diferentes medios de cultivos de induccién
de brotes, individualizacién y rizogénesis. Fue necesario establecer la aclimatizacion de las
plantas trasplantadas a maceta, adicionando una solucion fertilizante para obtener la
méaxima cantidad de hojas. Ademas se establecié el método de desinfeccién de las hojas
que sirvieron como explantes para los diferentes medios de cultivo sélido. A continuacién
se menciona la forma de la aclimatizacion, el método de desinfeccion, la formulacion y

preparacion de los medios de cultivo.

6.4.1. ACLIMATIZACION DE PLANTAS SILVESTRES

Las plantas colectadas en campo fueron trasplantadas a macetas con un diametro de
30 cm, favoreciendo que el sustrato no estuviera compactado, ya que no permitiria la
distribucion de agua y de la solucion fertilizante. Fueron colocadas a la sombra con una
temperatura promedio de 17°C. El riego de las plantas se realiz6 cada 7 dias, con agua
potable. Se utiliz6 una solucion fertilizante comercial de la marca Miracle-Grow que tiene
un porcentaje de nitrogeno, fosfato y potasio de 24:8:16, para favorecer la formacion de
hojas nuevas. Se probaron dos tratamientos con la solucion fertilizante comercial, con dos
grupos de tres plantas en maceta por grupo. El primer tratamiento se hizo con la adicion de
la solucidn fertilizante cada 15 dias y el segundo tratamiento fue cada mes. En ambos
tratamientos se utilizo la cantidad referida en el producto.

6.4.2. ESTABLECIMIENTO DEL METODO DE DESINFECCION DE HOJAS

A partir de la formacién de hojas con la solucion fertilizante. Se colectaron de forma
aleatoria por cada maceta, ejemplares con un diametro de 10 cm. La desinfeccion de las
hojas, se realiz6 mediante el siguiente procedimiento: lavado con agua jabonosa, seguido de
inmersidn con agitacion constante en etanol al 70% por 1 minuto, asi como en solucion de
hipoclorito de sodio comercial con el 6 % de ingrediente activo al 10% (v/v). Después se
removio la solucion y se enjuagd exhaustivamente con abundante agua destilada estéril en

condiciones de esterilidad. Se probaron tres tiempos de inmersion del tejido en el agua
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jabonosa y de la solucion de hipoclorito de sodio comercial, 0,7 y 10 minutos para cada
solucion. Al finalizar la desinfeccion a cada lamina foliar, se le realizaron cortes de 1 cm?
en la parte central cerca de las nervaduras principales. De 4 a 5 explantes por lamina foliar

se depositaron en los frascos con medio de cultivo.

6.4.3. ESTABLECIMIENTO DE LOS MEDIOS DE CULTIVO PARA INDUCCION
DE BROTE, INDIVIDUALIZACION Y ENRAIZAMIENTO IN VITRO

El medio de cultivo usualmente consiste de una solucion de sales inorganicas, una fuente
de carbono, vitaminas, reguladores del crecimiento y agentes gelificantes, siendo una
composicién especifica para cada especie e inclusive para cada tipo de explante (George et
al., 2008).

Los medios de cultivo de induccién de brote, individualizacion y de enraizamiento, se
prepararon con base en los componentes de los medios de cultivo de Murashige y Skoog,
(1962) (MS) (Tabla 4). En los cultivos in vitro las plantas sintetizan las vitaminas en muy
baja concentracion, por lo cual se les adicionan para mejorar el rendimiento de los cultivos
(Razdan, 2003), por lo tanto se utiliz6 una mezcla de vitaminas (R2) con base en la mezcla
de vitaminas del medio de cultivo basal de Murashige y Skoog, (1962) (MS) (Tabla 5).
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Tabla 4. Formulacion del medio de cultivo base de Murashige y Skoog, (1962) (MS).

Compuesto PM* (g) mg/L
NH;NO; 80.04 1650
KNO; 101.11 1900
(NH,4)2S0, 132.14 -
MgS0,4.7H,0 246.48 370
MnS0O,4.H,0 169.00 16.9
ZnS0,.7H,0 287.54 8.6
CuS0,4.5H,0 249.68 0.025
CaCl,.2H,0 147.02 440
Kl 166.01 0.83
CoCl,6H,0 237.93 0.025
KH,PO, 136.09 170
NaH,PO,4.H,0 138 -
H;BO, 61.83 6.2
NaMo0O,.2H,0 241.9 0.25
FeS0,.7H,0 278 27.8
EDTA.2H,0 372.2 37.3

Fuente de carbono:
Sacarosa 342.31 30,000

*PM: peso molecular

Tabla 5. Mezcla de vitaminas denominadas R2

Compuesto PM mg/L
Tiamina 337.3 0.10
Piridoxina 205.6 0.50
Ac. Nicotinico 123.1 0.50
Myo-inositol 180.2 100.0
Glicina 75.07 2.0

*PM: peso molecular



La fuente de energia proporcionada en el medio es usualmente la sacarosa, que durante
el proceso de esterilizacion es convertida en glucosa y fructosa, siendo la glucosa la que
representa casi en su totalidad la fuente de carbono primaria, mientras la segunda es
utilizada unicamente cuando la glucosa se ha consumido completamente (Razdan, 2003).
Por lo tanto, todos los medios de cultivo fueron complementados con 30 g/L de sacarosa.

Para preparar 1L de medio de cultivo se disolvieron 30 g/L de sacarosa y se adicion0
cada una de las sales del medio MS, asi como de vitaminas y fitorreguladores. Por
tratamiento se utilizaron 10 explantes y se decidié evaluar modificaciones en concentracion
(mg/L) y tipo de regulador de crecimiento. Los fitorreguladores que se utilizaron para el
establecimiento de la formacién de los brotes adventicios de hoja fueron la auxina acido
indolacético (AlA) y las citocininas bencil adenina (BA) y la cinetina (KIN) en las
siguientes concentraciones. Auxina: AIA (PM = 175.2): 0.1, 0.3, 0.5, 0.7 y 1 mg/L.
Citocininas BA (PM =225.3) y KIN (PM = 215.3): 2, 2.3, 2.5, 2.7, y 5.0 mg/L., para
obtener un total de 78 tratamientos. Posteriormente se ajustd el pH del medio de cultivo a
pH 5.7, con hidroxido de sodio (NaOH) 1 N vy acido clorhidrico (HCI) 1 N. Después se
adiciono el agente gelificante, se clarificd el medio y se vertié en los frascos para ser
esterilizados.

Los medios de cultivo utilizados se vaciaron a frascos de 15 y 25 mL de capacidad con
gellan como agente gelificante al 0.25% y se esterilizaron a 1.2 mm Hg/cm? de presién a
una temperatura de 121° C durante 18 minutos. El proceso de esterilizacion, asi como de
siembra de los explantes y los diferentes subcultivos se llevd a cabo en condiciones de

asepsia total en una campana de flujo laminar.

La respuesta obtenida a partir de los tratamientos para establecer la induccion de brotes,
su individualizacién y enraizamiento in vitro se registré a los 15, 30 y 45 dias, mediante
registro del niamero de brotes generados por frasco, la coloracidén, morfologia de los brotes
generados y la presencia o0 ausencia de raices.
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6.5. IDENTIFICACION Y CUANTIFICACION POR CROMATOGRAFIA (HPLC,
CG-EM) DE LOS COMPUESTOS PRESENTES EN EL EXTRACTO HEXANICO
DE LAS RAICES DE LAS PLANTAS SILVESTRES Y DE LAS RAICES DE LAS
PLANTAS REGENERADAS EN LOS CULTIVOS IN VITRO DE P. PELTATUM
(KUNTH) CASS.

La identificacién y cuantificacién de los compuestos presentes en el extracto hexanico
de raiz y de las raices de las plantas regeneradas en los cultivos in vitro fueron evaluados
por cromatografia liquida de alta eficiencia (High Performance Liquid Cromatography:
HPLC) y por cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (CG-EM) usando

un equipo Jeol GC-Mate II.

La identificacion y cuantificacion de los compuestos en el extracto hexanico de las
raices de las plantas silvestres P. peltatum por HPLC se realiz6 mediante un cromatografo
marca HP modelo 1100 con detector de arreglo de fotodiodos y columna fase reversa
Synergi Polar-RP (150 x 2.00 mm, tamafio de particula 4 um; marca Phenomenex). La fase
movil consistié de agua desionizada (A) y acetonitrilo (B) grado HPLC. EIl gradiente de
elusion fue desarrollado empezando con 70/30 % (A/B) cambiando la composicion hasta el
100 % de B a los 25 min. La deteccién por longitud de onda, la velocidad del flujo y la
temperatura de la columna fue de 254 nm, 0.2 ml/min y 40 °C, respectivamente. Una
cantidad de 10 pl de todas las soluciones (muestra de referencia y muestras problema) fue
inyectada. La curva de calibracion fue establecida con la disolucion de 1.00 mg del
compuesto de referencia en 5.00 ml de metanol con una serie de diluciones y se utilizo
solucion de metanol como solucién stock. Con el rango de concentracion inyectada (200.0-
2 g/ml) la respuesta del detector fue lineal (R, 0.9948), con un valor limite de deteccién de
0.002 g/ml.

La deteccién y cuantificacion por HPLC de los compuestos presentes en las raices de las
plantulas de los cultivos in vitro de P. peltatum, se emple6 el mismo equipo sin embargo se
utilizé una columna C18 en DP4K (15 x 4.6 mm, 5um) con un sistema isocratico de
acetonitrilo-agua (65:35), con una velocidad del flujo de 1 mL/min, a temperatura ambiente
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y empleando el detector de indice de refraccion. La determinacion se llevé a cabo por
triplicado utilizando de referencia los datos de los compuestos de referencia. La extraccion
se realizd con una cantidad considerable de tejido vegetal fresco, el cual fue congelado con
CO; y después se molié en un mortero donde se le afiadié metanol (1mL/g de tejido fresco)
al cual se le adiciono butilhidroxitolueno (BTH) como agente antioxidante (1 mg/ml). El
polvo obtenido fue extraido sucesivamente con una mezcla de disolventes de etanol:
metanol (50:50) por maceracién a medio ambiente durante 24 horas. El extracto obtenido
fue concentrado mediante presion reducida a temperatura de 27° C, con un rota evaporador.
Posteriormente se realizd un lavado del extracto con hexano. Del extracto obtenido (1 mg)
se disolvid con acetonitrilo (CH3CN), grado analitico antes de ser analizado y se inyecto de

10 a 20 ul de la muestra disuelta en el cromatdgrafo.

Para la determinacion de los compuestos por cromatografia de gases acoplado a
espectrometria de masas (CG-EM) se utiliz6 un cromatdgrafo de gases marca JEOL modelo
JMS-Gcmate Il. La columna utilizada fue agilent del tipo 19091J-413 HP-5, con una
longitud de 30 m y 0.32 mm de diametro. Se empled Helio con filtro de 0.25 pm como
acarreador con flujo de 1 mL/min. La temperatura de la columna se program6 de 40, 80 °C
por 1 min hasta 300 °C con una velocidad de calentamiento de 10 °C/min. La temperatura
del inyector fue de 300 °C y de la cAmara de ionizacion fue de 290 °C. Se utiliz6 la técnica
de lonizacion por Impacto Electronico (IE), el voltaje para el registro de los espectros de
masas utilizado fue de 70 eV. Las masas se registraron en un rango de 10 a 800 uma. Se
reportd el tiempo de retencion (R.T.), la relacion (m/z), el i6n molecular, [M+], y el pico
base (PDb).
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1. EVALUACION DE LAS RAICES COLECTADAS DE P. PELTATUM (KUNTH)
CASS. POR CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA

En términos de farmacognosia, las especies vegetales con caracteristicas medicinales
estdn compuestas por raices, rizomas y/o bulbos que se estudian bajo el mismo término:
organos subterrdneos (Tyler et al., 1979; De Oliveira, 1991). P. peltatum presenté un
rizoma primario grueso de color amarillo palido, que midié en promedio de 3 a 5 cm de
diametro a diferencia de las otras especies que presentan rizomas mas delgados (Zarate,
2006). Fue de color amarillo palido. La superficie externa del rizoma fue irregular y se
observaron cicatrices relativamente grandes, que dejan las hojas, asi como vestigios de
raices adventicias. Con abundantes tricomas muy pequefios. Los rizomas secundarios y
terciarios fueron fibrosos, largos, delgados y verticales. Tanto el rizoma primario como los
rizomas secundarios estaban cubiertos por abundantes pelos pubescentes, ademas P.
peltatum en comparacién con la especie vegetal P. decompositum, tiene los rizomas
secundarios mas largos y menos delgados (Linares y Bye, 1987; Manzanero, 1994; Zarate,
2006). Ademas, al corte transversal del rizoma primario con el secundario, el rizoma de P.
peltatum a semejanza con el rizoma de P. decompositum como refiere Zarate (2006),
presentd una resina de color café-rojiza que se presento en la zona de los anillos de canales

en ambos rizomas, tanto del primario como de los rizomas secundarios (Figura 6).
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Figura 6. Estructuras vegetales subterraneas de P. peltatum: rizomas primarios y rizomas
secundarios (A). Exudado de la resina de los canales secretores en los rizomas primarios
(B) y en los rizomas secundarios (C).

En virtud de la presencia de la resina de color café-rojiza en el rizoma primario como
en los rizomas secundarios (raiz) asi como por la literatura consultada para el aislamiento
de compuestos sesquiterpénicos del tipo furanoeremofilanos para con especies del mismo
género (Romo y Joseph-Nathan, 1964; Correa y Romo, 1966) y de otras especies
relacionadas (Bohlmann y Zdero 1978a,b; Bohlmann et al., 1979; Bohlmann y Bapuji
1982; Pérez-Castorena et al., 2004; Doe et al., 2004), en donde no se especifica el
aislamiento de compuestos en funcion del tipo de estructura vegetal. Se realizd un analisis

con 50 g/g peso seco de ambas estructuras.

Los perfiles cromatograficos por CCF de los extractos hexanicos de ambas
estructuras rizoma primario (Rl) y rizoma secundario (RA) mostraron diferencias en
intensidad y aparicion de compuestos en relacidén a cada una de las estructuras vegetales.
En especial, se observd de manera importante la semejanza en intensidad y desplazamiento

quimico (Rf) de una mancha con un Rf ~ 0.20 en ambos perfiles cromatograficos (Figura
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7). Esto sugirié que la mancha o compuesto podria ser sintetizado independiente del tipo de
estructura vegetal y que no sufre traslocacién como algunos compuestos del metabolismo
secundario de tipo constitutivo que son sintetizados en el rizoma principal para ser
transportados al rizoma secundario (Ascensao y Pais, 1998) en respuesta principalmente a
un mecanismo de defensa ante el ataque de ciertos organismos patégenos (Balandrin et al.,
1985; Wink, 1990; Eisner y Meinwald, 1995; Turlings et al., 1995; Stowe et al., 1995;
Meinwald et al., 1998, Taiz y Zeiger, 2002).

Figura 7. Diferencias en intensidad y desplazamiento quimico (Rf) de los perfiles
cromatogréaficos de los extractos hexanicos de la raiz y el rizoma (RI), eluidos con el
sistema hexano: acetato de etilo (9:1).

El peso y la cantidad obtenida de los diferentes extractos por tipo de solvente y
estructura vegetal son sumarizados en la Tabla 6. Se observé que en ambas estructuras
vegetales, la raiz presento la mayor cantidad de extracto hexanico y metanolico a diferencia
del rizoma. Sin embargo, fue mayor la cantidad de extracto acuoso que se obtuvo del
rizoma a diferencia de la raiz, considerando la cantidad de peso fresco y seco de cada
estructura vegetal. Dicha diferencia estuvo asociada a la pérdida de agua. Siendo mayor

esta perdida en el rizoma que en las raices.

57



Tabla 6. Peso obtenido por tipo de estructura vegetal y tipo de extracto organico

Estructura vegetal Peso estructura (Kg) Peso Extracto (g)
Fresco Seco Hexanico Metandlico Acuoso
Rizoma 8 2.1 39.10 27.64 42.2
Raiz 6.5 4.3 56.32 49.77 19.90

Debido a los resultados que mostraron los perfiles cromatograficos de ambas estructuras,
con diferentes intensidades y desplazamientos quimicos de los compuestos, asi como por el
peso obtenido del extracto hexanico, se decidid realizar el estudio fitoquimico con el
rizoma secundario que aunado al uso frecuente en los diversos lugares de comercializacion
de este tipo de estructuras en donde se les conoce simplemente con el nombre de raiz y que
en términos estrictos engloba a cualquier estructura subterranea, ya sea raiz o cierto tallo
especializado como el rizoma (Manzanero, 1994), de aqui en adelante se le denominoé al

rizoma secundario simplemente como raiz.

7.2. FRACCIONAMIENTO, PURIFICACION Y ELUCIDACION DE LOS
COMPUESTOS SESQUITERPENICOS DEL EXTRACTO HEXANICO DE RAIZ

La extraccion, fraccionamiento e identificacion de los compuestos sesquiterpénicos
presentes en P. peltatum se realiz6 con una cantidad aproximada de 5 g de extracto
hexanico de raiz. La extraccidon por columna abierta de gel de silice que sirvié de modelo
para las subsecuentes extracciones se generd un total de 74 fracciones con 7 sistemas de
elucion. En la Tabla 7 se resume el fraccionamiento realizado mediante cromatografia en

columna abierta del extracto hexanico de raiz.
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Tabla 7. Fraccionamiento preliminar del extracto hexanico de raiz.

Sistema de elucién (Proporcion) Fracciones de 250 mL
Hexano
100 1-4
Hexano-acetato de etilo

98:2 3-11
95:5 12-20
9:1 21-35
8:2 36-50
75 51-65
7:3 66-74

Las subsecuentes extracciones se realizaron con un total de 37 g de extracto hexanico de
raiz, el fraccionamiento por columna abierta de gel de silice incluyd un sistema de elucion
de disolventes en orden creciente de polaridad (hexano-acetato de etilo-metanol). Se
recolectaron 914 eluatos de 20, 25, 50, 100, 125, 200 y 250 mL, de los cuales se realizd un
monitoreo de su comportamiento por cromatografia en capa fina para reunir un total de 131

fracciones combinadas.

Las fracciones combinadas 61, 83, 215, 296 y 350 fueron purificadas por recristalizacion

con hexano: acetona (50:50) y metanol.
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7.2.1. Compuesto 1 (14-angeloiloxicacalohastina)

El compuesto 14-angeloiloxicacalohastina (Figura 8), se aislé de la fraccion 61, como
un compuesto sélido en forma de agujas de color blanco semi transparente. Se obtuvo 50
mg. El punto de fusion fue de 95-98°C, y un Rf de 0.62 con el sistema de elusion
hexano/acetato de etilo (9:1). La revision de la literatura (Bohlmann et al., 1977; Abdo et
al., 1992) permitié asignar algunos datos espectrométricos y espectroscopicos del 14-
angeloiloxicacalohastina, sin embargo fue necesario realizar la asignacion de sefiales no
descritas con base en sus desplazamientos quimicos y con la ayuda de los experimentos de
correlacion COSY y HETCOR.

Figura 8. Estructura del 14-angeloiloxicacalohastina.

Por espectrometria de masas y utilizando la técnica de impacto electronico, se registrd el
espectro de masas (EM-IE") (Figura 9). Se observd como i6n molecular (M*) la sefial en
340 m/z con una intensidad del 40% que permitio calcular la férmula molecular C,1H2404,

Se observo adicionalmente como pico base la sefial en 225 m/z con una intensidad del 100
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% y una sefial en 211 m/z asignadas a los fragmentos generados por la eliminacion de una
cetona y del &cido angélico a partir del iébn molecular. Ademas se observo el fragmento de

241 m/z que muestra la pérdida de un OH como agua.

El espectro de IR (Figura 10) presenté una banda a 1705 cm™ correspondiente al grupo

éster y unas bandas a 1610 cm™ de los dobles enlace (C=C).

Los espectros DEPT y HETCOR (Figura 11 y Figura 12) nos permitieron establecer la
presencia de cinco metinos (CH) en 142.33, 137.98, 124.88, 121.01 y 27.88 ppm
observando la correspondencia de protones con las sefiales de los protones H-12 en 7.35
ppm, H-1 en 6.94 ppm, H-3" en 6.00 ppm, H-2 en 5.90 ppm y H-4 en 3.44 ppm. Ademas de
dos metilenos (CHy) en 58.96 y 30.52 ppm correlacionados con las sefiales de los protones
de H-14 en 5.46 ppm y H-3 en 2.59 y 2.19 ppm. Asi como de cinco metilos (CH3) en 60.78,
20.87, 20.65, 15.74 y 10.21 ppm correlacionados con las sefiales de los protones asignados
al metoxilo OCH3-C-9 en 4.13 ppm, H-13 en 2.35 ppm, H-4" en 1.95 ppm, H-5" en 1.82
ppmy H-15 en 1.05 ppm.
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Figura 11. Espectro del experimento DEPT del 14-angeloiloxicacalohastina.

64



99

"euliseyojeaedixojiojgbue -1 [9p YOI LIH OwswLIadxs [ap 04108ds3 g1 eanbi4

s iz CH315
CH3-13
i CH-2 GHA CH4
Ohda-8 CH3-4
CH:12
cHyE'
g . . LL J
| F1
= L —oms
] .
H3-5' |
Ha4' '} - =
H3-13 - -
M3 -
3
Ha =
e W, 4
B 1
5—
H2-14 i |
3.0
T — =
Het 5 :
H-12 =
T (AL LA I N L O e (L N Y L L S D N LA U LI ) 21 S B B I
140 130 120 110 100 90 B0 70 60 50 40 30 20 10
F2 (ppm)




El registro del espectro de RMN *H (Figura 13), permitié visualizar una sefial simple a
7.35 ppm, que integrd para un proton del C-12, este protdn en el espectro de correlacion
bidimensional de hidrégeno (COSY) (Figura 14) muestra claramente un acoplamiento con
una sefial doble a 1.05 ppm la cual integra para tres protones que se asigno al metilo en C-
13. Dos sefiales dobles centradas en 6.94 y 6.00 ppm que integraron para un proton del C-1
y C-3". Una sefial triple centrada en 5.90 ppm que integrd para un protdn del C-2, este
proton present6 un acoplamiento con la sefial doble del proton de C-1 en el espectro COSY.
Asi como el acoplamiento con la sefial multiple en 2.12 ppm la cual integr6 para un proton
que se asignd a C-3. En 2.59 ppm se presentd una sefial multiple que integrd para otro
proton de C-3, el cual muestra en el espectro COSY un acoplamiento con la sefial maltiple
a 3.44 ppm que integrd para un proton que se asigné a C-4. En 5.46 ppm se visualiz6 una
sefial doble que integré para dos protones de C-14. En 4.13 ppm se presenté una sefial
simple que integrd para tres protones del metoxilo (O-CHs), en C-9. En 2.35 se presento6
una sefial simple que integro para tres protones del metilo en C15. En 1.95 ppm se observé
una sefial doble que integrd para tres protones del metilo en C-4" asi como una sefial simple
en 1.82 ppm que integraron para tres protones del metilo en C-5".
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La estructura del 14-angeloiloxicacalohastina se confirmé mediante el estudio de
cristalografia. Los datos suplementarios y la figura son disponibles en los archivos
electronicos IUCr con la referencia: AA2037. Se observo que es una molécula casi plana
con los &tomos de C6 y C7 fuera del plano, formando un &ngulo diedro de 26.9 (1) © entre
el anillo central del benceno y los atomos C4-C5-C6-C7. La estructura del angeloiloxi es
casi perpendicular haciendo un angulo diedro de 62.08 con respecto al esqueleto del
furanoeremofilano. En ausencia de donador de 4&tomos de H es notable el hecho que en la
estructura de cristal, la molécula presenta interacciones intermoleculares por medio de
uniones débiles C-H...O (Rojano-Vilchis et al., 2012a) (Figura 15).

Figura 15. Vista en perspectiva del cristal del 14-angeloiloxicacalohastina.
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7.2.2. Compuesto 2 (Maturinina)

La maturinina (Figura 16) es un compuesto de naturaleza sesquiterpénica del tipo
furanoeremofilano. Para P. peltatum, este es el segundo reporte que se tiene de su
identificacion, su estructura se elucidd por comparacion de sus datos espectroscépicos
reportados para con P. decompositum (Correa y Romo, 1966) y P. beamanii (Pérez-

Castorena y col., 2004).

Figura 16. Estructura de la maturinina

La maturinina, se aislo de la fraccion 215 y se obtuvo como un so6lido en forma de
agujas de color amarillo palido. En la mayoria de las fracciones que se realizaron por
cromatografia de columna abierta del extracto hexanico de raiz, se obtuvo 75 mg de
maturinina. Por CCF tuvo un Rt de 0.66 con el sistema de elusién hexano/acetato de etilo
(9:1) y un punto de fusion de 84-87°C. La formula molecular de la maturinina se determind
mediante espectrometria de masas (Figura 17) con introduccion directa de la muestra y por
impacto electrénico (EM-IE®). El i6n molecular (M¥), observado en 254 m/z con una
intensidad del 94%, permitié calcular la férmula molecular C16H1403. Ademaés se presentd
una sefial en 237 m/z con una intensidad del 100 % correspondiente al pico base.

El espectro de Infrarrojo (IR) (Figura 18) presentd una banda a 1680 cm™
correspondiente al grupo aldehido del carbonilo C-14, otra banda a 1616 cm™ que se asignd
a los dobles enlace (C=C). Ademés, se presentd una banda a 1264 cm™ que se asigno al

anillo de furano.
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Los registros de los espectros de RMN *H (Figura 20), correlacién bidimensional de
hidrégeno (COSY) (Figura 21) y el del experimento HETCOR (Figura 22), permitieron
visualizar una sefial simple a 11.06 ppm, que integr6 para un proton de H-14
correspondiente al proton del aldehido. La sefial triple centrada a 8.27 ppm integrd para un
proton de C-1 del anillo aromatico, con un J=7.62 y J=4.88 Hz, que mostrd un
acoplamiento en el espectro 2D-COSY con una sefial doble centrada en 7.40 ppm que
integré un proton del C-2 con un J=5.66 Hz. A su vez, el protdon del C-1 mostrd un
acoplamiento con la sefial doble en 7.38 ppm que integr6 para un proton del C-3. En 7.55
ppm se observd una sefial doble con un J=1.34, tipica del proton perteneciente al C-12 del
anillo furano, este proton en el espectro COSY, mostré claramente un acoplamiento con
una sefial doble a 2.32 ppm la cual integra para tres protones que se asigno al metilo en C-
13. Ademas de estas sefiales, las sefiales simples a 4.42 y 2.68 ppm, integraron cada una
para tres protones del metoxilo en C-9 y del metilo en C-15.
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Figura 20. Espectro de RMN *H de la maturinina.
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7.2.3. Compuesto 3 (Angelato de 3,4-dehidro-14-maturinol)

Es un compuesto nuevo que mostré por la revision de la literatura que los datos
espectrométricos y espectroscopicos del angelato de 3,4-dehidro-14-maturinol no estan adn
descritos y no existen reportes de su aislamiento como producto natural. Por lo que su
asignacion de las diferentes sefiales se hizo con base en sus desplazamientos quimicos y
con la ayuda de los experimentos de correlacion DEPT, HETCOR y 2D-COSY.

El compuesto 3,4-dehidro-14-maturinol (Figura 23), se aislo de la fraccion 350 y se
obtuvo como un compuesto sélido de consistencia cerosa de color rojo intenso. El punto de
fusion fue de 95-98°C, y un R; de 0.10 con el sistema de elusion hexano/acetato de etilo
(9:1). Se obtuvo 50 mg del compuesto.

Figura 23. Estructura del angelato de 3,4-dehidro-14-maturinol.

Por espectrometria de masas y utilizando la técnica de impacto electronico, se registrd el
espectro de masas (EM-IE") (Figura 24). Se observd como i6n molecular (M™) la sefial en
356 m/z con una intensidad del 20% que permitio calcular la formula molecular C,1H240s,
Se observd adicionalmente como pico base la sefial en 57 m/z con una intensidad del 100
%. También se observé el fragmento de 241 m/z que mostrd la pérdida de un OH como
agua, asi como una relacion m/z de 226 y 211 asignada a los fragmentos generados por la

eliminacion de una cetona y del acido angélico a partir del i6n molecular.
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Figura 24. Espectro de masas del angelato 3,4-dehidro-14-maturinol.

El espectro de IR (Figura 25) presentd una banda a 1711 cm™ correspondiente al grupo
éster. Ademés de una banda a 1667 cm™ correspondiente al grupo aldehido y una banda a
1607 cm™ de los dobles enlaces (C=C).
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Figura 25. Espectro de IR del angelato 3,4-dehidro-14-maturinol.

El registro del espectro de RMN *H (Figura 26), permitié visualizar una sefial simple a
7.59 ppm, que integré un proton del C-12, este proton en el espectro de correlacion
bidimensional de hidrégeno (COSY) mostré claramente un acoplamiento con la sefial
simple en 4.83 ppm la cual integré dos protones del C-13. En 6.95 ppm se visualiz6 una
sefial doble que integré un proton del C-1, este protén en el espectro (COSY) mostro
claramente dos acoplamientos. El primer acoplamiento fue con una sefial triple centrada en
5.90 ppm que integrd para un proton del C-2, y el segundo acoplamiento fue con una sefial
multiple centrada en 2.50 ppm que integré para un proton del Ca-3. A su vez, la sefial triple
centrada en 5.90 ppm del proton C-2 presenté un acoplamiento con la sefial multiple en
2.30 ppm que integro para un protén del CB-3. El proton del Cp-3 presentd claramente un
acoplamiento con la sefial triple en 3.44 ppm que integro para un proton del C-4. También,
este proton del C-4 mostrd un acoplamiento con la sefial simple en 1.25 ppm que integro
para tres protones del metilo en C-15. En 6.00 ppm se visualizé una sefial doble que integrd
para un proton del C-3°, este proton mostrd claramente dos acoplamiento en el espectro
COSY. El primero fue con la sefial doble en 1.95 ppm que integr6 para tres protones del
metilo en C4’y el segundo fue con la sefial simple en 1.85 ppm que integrd para tres
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protones del metilo en C-5". En 5.56 ppm se encontrd una sefial doble que integrd para dos
protones de C-14 y en 4.13 ppm se presentd una sefial simple que integrd para tres protones
del metoxilo (O-CH3), del C-9 (Figura 27).

Las diferentes asignaciones y correlaciones se corroboraron por medio de los espectros
de los experimentos DEPT (Figura 28) y HETCOR (Figura 29) que nos permitieron
establecer la presencia de cuatro metinos (CH) en 143.98, 138.44, 125.31, 121.01 y 27.99
ppm correlacionados con las sefiales de los protones de H-12 en 7.59 ppm, H-1 en 6.95
ppm, H-3" en 6.00 ppm, H-2 en 5.90 ppm y H-4 en 3.44 ppm. Ademas de tres metilenos
(CH,) en 59.85, 56.06 y 29.67 ppm correlacionados con las sefiales de los protones de H-14
en 5.56 ppm, H-13 en 4.83 ppm y H-3 en 2.30 ppm. Asi como de cuatro metilos (CH3) en
60.84, 20.59, 20.59 y 15.78 ppm asignados al metoxilo OCH3-C-9 en 4.13 ppm, H-5" en
1.95 ppm, H-4" en 1.85 ppm y H-15 en 1.25 ppm.
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2.4. Compuesto 4 (Acetato de Maturina)

En la presente investigacion se obtuvo el acetato de maturina de la fraccion 296, sin
embargo la cantidad obtenida en la mayoria de las fracciones que se realizaron por
cromatografia de columna abierta del extracto hexanico de raiz, fue de 3.56 g. En algunas
fracciones se realizd un fraccionamiento en placa preparativa con 100 mg de muestra de la
fraccion colectada para eliminar determinadas manchas que se presentaba por

cromatografia en capa fina (CCF).

La estructura del acetato de maturina (Figura 30) fue confirmada por los datos del
punto de fusidn, Rf, los diferentes experimentos espectrométrico (EM), espectroscopicos
(IR 'y RMN), de correlacion DEPT, HSQC, COSY, HMBC, cromatografia de gases
acoplada a espectrometria de masas, difraccion de rayos X asi como por su comparacion
con los datos descritos por Romo y Joseph-Nathan (1964). Es conveniente aclarar que
Correa y Romo (1966) obtuvieron el acetato de maturina de P. decompositum por medio de
un proceso de acetilacion con anhidrido acético y piridina. Sin embargo, en P. peltatum el
compuesto se obtuvo de forma natural y abundante. Asi mismo, el acetato de maturina ha
sido aislado de P. beamanii (Pérez-Castorena y col., 2004), asi como de varias especies de
Senecio de Sudéfrica, entre ellos a Senecio digitalifolius DC., S. lydenburgensis Hutch. &
Burtt Davy. y S. affinis Greenm. (Bohlmann y Zdero 1978b; Bohlmann y col., 1979;
Bohlmann y Bapuji 1982); Roldana heterogama Benth ex Oerst. (Bohlmann y Zdero
1978a); y de Trichilia cuneata Radlk. (Doe y col., 2004).

Figura 30. Estructura del acetato de maturina.
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El compuesto acetato de maturina, cristalizd como un sélido en forma de agujas de color
amarillo intenso, con un punto de fusion de 85-87°C. En CCF tuvo un R¢ de 0.20 con el

sistema de elusion hexano/acetato de etilo (9:1). Se recristalizé con hexano-acetona (7:3).

Por espectrometria de masas y utilizando la técnica de impacto electronico, en el
registro del espectro de masas (EM-IE+) (Figura 31) se observé como i6n molecular (M™)
y pico base la sefial en 312 m/z con una intensidad del 100%, que correspondié a la férmula

molecular C1gH160s,

Figura 31. Espectro de masas del acetato de maturina.
El espectro de IR (Figura 32) mostr6 una banda a 1741 cm-1 correspondiente al

grupo acetilo, una banda a 1677 cm-1 correspondiente a un grupo carbonilo del aldehido
(H=0) y una banda a 1620 cm-1 de los dobles enlaces (C=C).
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Figura 32. Espectro de IR del acetato de maturina.

El espectro de RMN de *H (Figura 33) mostré una sefial simple a 11.07 ppm, que
integré para un proton (*H) del protén aldehidico en C-14. El triplete centrado a 8.30 ppm
integré para un protén en C-3 del anillo aromético con un J=7.24 y J=2.74 Hz que acopld
con el proton en C-2 y C-1 en 7.42 ppm. En 7.83 ppm se observo una sefial tipica simple
del proton perteneciente al C-12 del anillo furano, este proton en el espectro del
experimento COSY (Figura 34) muestra un acoplamiento alilico con una sefial a 5.2 ppm
la cual integra para dos protones que se asigné al C-13. Esta correlacion se corrobor6 con el
espectro del experimento de HMBC (Figura 35). El multiplete centrado en 7.42 ppm
integro para dos protones correspondientes a H-2 y H-1 (J=6.97 y J=0.74 Hz). En 5.33 ppm
se observo un singulete, que integré para dos protones correspondientes a los hidrogenos
del metileno en C-13. Las sefiales simples en 4.44, 2.79 y 2.08 ppm integraron para tres
protones cada uno correspondio al metoxilo en C-9y a los metilos en C-15y C-2".
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Los espectros de RMN-'*C (Figura 36) y los espectros de los experimentos DEPT
(Figura 37) y HSQC (Figura 38) nos permitieron establecer la presencia de cinco metinos
(CH) en 193.43, 148.89, 130.20, 124.73 y 121.01 ppm observando la correspondencia de
protones con las sefiales de H-14 en 11.07 ppm, H-12 en 7.83 ppm, H-2 en 7.39 ppm, H-3
en 7.38 ppm, H-1 en 8.30 ppm correspondientes a C-14, C-12, C-2, C-3 y C-1. Ademas de
un metileno (CH;) en 58.47 ppm para el C-13 y tres metilos (CH3) en 61.06, 26.60 y 20.98
ppm correlacionados con las sefiales de los protones del metoxilo (OCHz3)-C-9 en 4.44 ppm,
H-15 en 2.79 ppm y H-2" en 2.08 ppm asignados al metoxilo de C-9, C-15 y C-2

respectivamente.
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La estructura del acetato de maturina se confirmé mediante el estudio de
cristalografia (Figura 39). Los datos suplementarios fueron depositados en el Centro de
Datos de Cristalografia de Cambridge (CCDC) con la referencia: 882591. Se observo que
es una molécula esencialmente plana. El grupo acetato gira alrededor de los atomos C10-
02 formando un &ngulo diedro de 15.4 (1)°. EI grupo formil forma un angulo diedro de 9.4
(2)° con la estructura plana. Las distancias de union y los angulos en el acetato de maturina
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exhiben valores normales. ElI compuesto en el cristal es estable por uniones
intermoleculares débiles C-H-O (C=0-H-C) (Rojano-Vilchis, et al., 2012b).

Figura 39. Vista en perspectiva del cristal del acetato de maturina.
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7.3. EVALUACION BIOLOGICA DEL PROCESO INFLAMATORIO

7.3.1. INHIBICION DE LA INFLAMACION EN EL MODELO DE EDEMA
INDUCIDO EN OREJA DE RATON CON TPA

El efecto de la aplicacion tdpica del acetato de maturina, la indometacina y los diferentes
extractos organicos de raiz de P. peltatum son sumarizados en la Tabla 8. La aplicacién
topica del acetato de maturina y la indometacina significativamente inhibié el edema agudo
inducido con TPA para todas las dosis administradas en comparacion con los grupos de
control (P< 0.01). El porcentaje de inhibicion del edema de acetato de maturina (95.41%)
fue méximo a la dosis de 1 mg/oreja menor al producido por la indometacina de 89.19% a
la dosis de 0.46 mg/oreja. El efecto antiinflamatorio de acetato de maturina e indometacina
muestran un efecto dosis dependiente con un valor de Dosis efectiva (DE 50) de 0.40
mg/oreja (r2 = 0.99) y 0.097 mg/oreja (r2 = 0.97), respectivamente. En relacion con los
diferentes extractos organicos, se puede observar que el acetato de maturina presentd el
mayor porcentaje de inhibicién del edema (95.41%) a diferencia de los diferentes extractos
organicos los cuales mostraron una inhibicidn significativa del edema en un rango del 2 al
52.30% a la dosis de 1 mg/oreja. Los extractos hexanicos y etandlicos presentaron una
inhibicion maxima del 52.30 y 43.56% respectivamente a la dosis de 1 mg/oreja, en
comparacion con los extractos metanolicos y acuosos los cuales el porcentaje de inhibicién
méaxima fue del 26.24 y 31.15 respectivamente a la dosis de 1 mg/oreja. Los resultados de
los extractos organicos en especial del extracto hexanico, etandlico y metanolico sugirieron
que la actividad inhibitoria del edema pudieran estar asociados a una determinada

concentracioén del acetato de maturina.
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Tabla 8. Efecto de la indometacina, acetato de maturina y de los diferentes extractos
organicos de raiz de P. peltatum en el modelo de edema inducido con TPA.

Grupos Dosis Peso de las Porcentaje DES50
(mg/oreja) orejas (mg) de inhibicién (mg/oreja)
del edema (1%)
Control - 16.24 + 0.86
Indometacina 0.05 10.53 + 1.04* 35.15
0.08 8.18 +0.34 * 48.18
0.15 710+1.34* 56.29 0.097
0.26 497+170* 69.42
0.46 1.57+0.33* 89.19
Control - 15.35+0.42
MA 0.18 12.26 + 0.68 17.50
0.31 11.04 +0.23 * 25.71
0.42 6.78 + 1.55* 54.41 0.40
0.56 3.64+0.39* 75.50
1 0.67+0.19 * 95.41
Control(Metanol:acetona) 15.34 +1.94
Hexanico @ 0.18 14.06 + 1.89 8.34
0.42 13.14+0.80 * 14.34 ND
1 7.25+0.73 ** 52.30
Control (etanol:agua) - 13.36 + 0.64 -
Etandlico @ 0.18 10.98 + 1.79* 17.81
0.42 9.44 +1.74 ** 29.34 ND
1 754 +1.19 ** 43.56
Control (metanol) - 14.87 +0.81 -
Metanélico © 0.18 15.78 + 1.44 -6.08
0.41 14.78 + 0.96 0.64 ND
1 12.13+1.81 26.24
Control (Metanol:agua) - 15.85 +0.76 -
Acuoso ¥ 0.18 15.42 +0.93 2.71
0.41 15.02+1.21 5.24 ND
1 11.12 + 0.42** 31.15

(1) Extracto hexanico de raiz; (2) Extracto etandlico de raiz; (3) Extracto metandlico de raiz y (4) Extracto
acuoso de raiz. El peso de las orejas representa el promedio + el error estandar. Los resultados se analizaron
mediante una prueba de Dunnett y los valores de p <0.05 (*) y p < 0.01 (**) se consideraron como diferencia
significativa con respecto al control. DE 50 (mg/oreja) del control fue de 0.097 r*=0.97 y del MA fue de 0.40

r’=0.99.
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Ademas, se confirmé en el mismo modelo de edema inducido en oreja de raton con TPA
con la misma dosis de un 1 mg/oreja que el acetato de maturina mostré el mayor efecto
inhibitorio del edema comparado con el cacalol (45.5 % de inhibicion del edema) (Jiménez-
Estrada et al., 2006), compuesto obtenido de P. decompositum y del cual se le atribuye la
actividad hipoglucemiante (Inman et al, 1996). Sin embargo el estudio del efecto
hipoglucemiante en ratones con la decoccidn de las raices de P. decompositum, P. peltatum
y Acourtia thurberi, demostr6 que no habia relacion con algunos de los compuestos
mencionados (Alarcon-Aguilar et al., 1997) y Contreras-Weber et al., 2002 observo el
efecto hipoglucémico con P. peltatum a través de la decoccion de las raices, sin atribuir
propiedad medicinal alguna a compuesto aislado. Finalmente, se observo que el acetato de
maturina disminuyd la inflamacién del edema en el modelo de TPA en un 75.50% a través
de la disminucion de la produccién de TNF-a y de IL-1p (citocinas pro-inflamatorias)
(Rojano et al., 2013).

7.3.2. INHIBICION DE LA INFLAMACION EN EL MODELO DE EDEMA
INDUCIDO CON CARRAGENINA EN RATAS

El ensayo del modelo de edema inducido con carragenina en ratas es el més utilizado
para evaluar a posibles compuestos nuevos como agentes antiinflamatorios, que puedan
tener la capacidad para reducir el edema local inducido en la zona plantar de la rata por la
inyeccion del agente irritante (Winter et al., 1962). Previo a la inyeccidn de la carragenina,
los valores promedio basales (Vo) en la zona plantar de la rata fueron de 0.69 y 1.00 ml
(0.87 + 0.04 ml), el promedio de las variaciones del edema (V- Vo) + P.E.S. en los grupos
control de N=6 fueron de: 1h (0.42 + 0.10 ml), 3 h (0.98 + 0.12 ml) y 5 h (1.06 + 0.06 ml).
La inhibicion del edema en los grupos del compuesto evaluado fue calculada con referencia
a los valores del grupo control y al porcentaje de inhibicion obtenido en cada grupo tratado

como se muestra en la Tabla 9.
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Tabla 9. Efecto antiinflamatorio del acetato de maturina, naproxeno sodico, ibuprofeno
y de los extractos organicos de la raiz de P. peltatum (100 mg/kg) en el modelo de edema
plantar inducido con carragenina

Inhibicién del edema (%0)

Substancia
1h 3h 5h
Acetato de maturina 58.95+12.4 * 35.08+14.6 * 35.22+6.1
Naproxeno sédico 4.70+24.9 49.91+12.7 * 41.6+10.9 *
Ibuprofeno 47.05+8.9 * 41.79+7.9* 9.7+8.3
Extractos
Hexénico 22.74+5.0 5.92+11.5 14.30+12.6
Etandlico 29.02+13.6 35.70+12.1 * 28.30+6.6
Metandlico 60.00+8.2 * 30.96+7.4 * 27.98+4.8 *
Acuoso -1.43+5.37 32.37+13.6 * 30.45+12.3 *

Cada valor representa el promedio + el promedio del error estdndar de seis animales. *P<0.05.

El acetato de maturina mostrd una significante inhibicion de la inflamacién (P < 0.05)
inducida por la carragenina asi como por los agentes antiinflamatorios naproxeno sédico y
el ibuprofeno. El acetato de maturina exhibidé un significativo porcentaje de inhibicion
(58.95 %) al principio del evento (1h) y el efecto persistié hasta casi la quinta hora. Esto
sugiere la inhibicion de diferentes aspectos y mediadores quimicos de la inflamacion
(Ahmad et al., 2005). El naproxeno mostrd su maximo porcentaje de inhibicién (49.91%) a
la tercera hora, persistiendo hasta casi la quinta hora (41.6%) como el acetato de maturina
(35.22%). Sin embargo, el ibuprofeno mantuvo su maximo porcentaje de inhibicion (47.05-
41.79%) al principio del evento persistiendo hasta la tercera hora para después disminuir
considerablemente a la quinta hora (9.7%) a diferencia del acetato de maturina y del
naproxeno donde continu6 la inhibicion del edema hasta la quinta hora. Estos resultados
sugirieron que el acetato de maturina redujo la exudacion en los procesos de inflamacion
aguda y en la fase inicial de la respuesta inflamatoria en donde se liberan los mediadores
pro-inflamatorios, como la histamina, serotonina y las cininas. Los porcentajes de
inhibicién de los extractos de raiz (Hexanico, Etandlico, Metandlico y Acuoso), a la dosis
de 100 mg/kg no resultaron significativamente superiores al 50%, excepto el extracto
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metandlico con un porcentaje de inhibicidn del 60% al principio del evento, muy semejante
al porcentaje de inhibicion del acetato de maturina, sin embargo a la tercera y quinta hora el
porcentaje de inhibicion disminuyd drésticamente hasta en un 27.98% a diferencia del
acetato de maturina que se mantuvo en un 35 % a la tercera y quinta hora. El desarrollo del
edema en la zona plantar de la rata después de la inyeccion de carragenina ha sido descrito
como un evento bifasico: la primera fase de la inflamacion de 2.3 a 3 horas es debido a la
liberacion de aminas vasoactivas (histamina, serotonina y 5-hidroxitriptamina), la sintesis y
liberacion de 6xido nitrico producido por la isoforma neuronal de la 6xido nitrico sintasa
(n-NOS) vy la liberacion de cininas, como la bradicinina, un potente agente que incrementa
la permeabilidad vascular pero no posee actividad quimiotactica. Algunos autores
mencionan que se desarrolla una fase intermedia por la activacion de la bradiquinina (Di
Rosa, 1972; Pérez et al., 2001). La segunda fase de 4.5 a 6 horas es atribuida a la
produccién de especies reactivas de oxigeno, infiltracién de neutrofilos, aumento en la
expresion y actividad de COX-2 que propicia una elevada produccion de prostaglandinas
inducidas por las proteasas, ciclooxigenasas y lisosoma (Olajide et al., 2000) ademas de la
liberacion la isoforma inducible de oOxido nitrico sintasa (i-NOS) por el 6xido nitrico
(Nantel et al., 1999; Morris, 2003). Los radicales libres de oxigeno, liberados a partir de
neutréfilos, monocitos y macrofagos, aumentan la permeabilidad, directamente o mediante
la liberacién de histamina de las células cebadas, son quimiotacticas para los monocitos e
inhiben el movimiento de los neutrdfilos y eosinodfilos (Smith y Reinard, 1992). Los
neutréfilos, monocitos y linfocitos circulantes reconocen moléculas de adhesién como la
selectina E, sobre las paredes de los vasos sanguineos, para luego adherirse a ellas y pasar a
través de la pared celular hacia los espacios tisulares para participar en la depuracién del
agente dafiino y la cicatrizacion del tejido (Kindt, 2007). Este comportamiento en el
porcentaje de inhibicion del edema del acetato de maturina puede explicarse en funcion de
los eventos temporales caracteristicos del modelo, por lo tanto la inhibicion del edema a la
primera hora puede interferir con la liberacion de mediadores como las aminas vasoactivas
o bradiquinina, mientras que después de la tercera hora y hasta la quinta sugiere que el
acetato de maturina inhibe en una proporcion significativa del 35% la sintesis de

prostaglandinas mostrando un comportamiento similar al del naproxeno.
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7.3.3. EFECTO DE LA ACTIVIDAD DE LA ENZIMA MIELOPEROXIDASA

La MPO se libera en vacuolas fagociticas durante la activacion celular y su grado de
actividad esta directamente relacionado con la concentracion de neutréfilos en el tejido
inflamado, por lo que su medicion de esta actividad enzimatica ha sido considerada un
sensible marcador cuantitativo de la quimiotaxis e infiltracion de neutrofilos en el proceso
inflamatorio (Cheng et al., 2008). En el presente trabajo se aplicO TPA de forma tdpica en
la oreja derecha de ratones, a un grupo se le administrd indometacina, mientras a otro grupo
se le administro acetato de maturina. La mitad de ratones de ambos grupos se sacrificaron a
las 3 horas, mientras que la otra mitad se sacrificaron a las 6 horas. Los resultados indicaron
gue TPA es capaz de inducir el aumento de la actividad de la MPO tanto a las 3 horas como
a las 6 horas posteriores a su aplicacion. A las tres horas el TPA indujo un aumento de casi
dos veces de la actividad basal de MPO, mientras que a las seis horas aumenté casi cinco
veces la actividad de esta enzima. Tras la aplicacion topica del acetato de maturina se
produjo una reduccion de los niveles de la actividad de la mieloperoxidasa (MPO) en los
homogenados de oreja.

La disminucién de la actividad de la MPO fue directamente proporcional a la
concentracion del acetato de maturina (0.31; 0.42 y 0.56 mg/oreja) con el 89, 96 y 98 %
respectivamente (Figura 40), lo que indica que el acetato de maturina favorecid el control
en la migracion de los neutréfilos observada en la actividad de la inflamacion a nivel

topico.
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Figura 40. Efecto de la aplicacion tdpica de acetato de maturina en la actividad de la
mieloperoxidasa. Cada columna representada el promedio + promedio del error estandar de

seis animales. ** P<0.01.

Los resultados son congruentes con lo reportado para TPA, sustancia que aumenta la
infiltracion de polimorfonucleares en el tejido tratado, lo que se refleja en un aumento de la
actividad de MPO (Puigneré y Queralt, 1997; Murakawa et al., 2006). Mediante este
modelo ha sido posible encontrar extractos y compuestos de plantas activos frente a

procesos inflamatorios.
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7.4. CULTIVO DE TEJIDOS VEGETALES

7.4.1. ACLIMATIZACION Y DESINFECCION DE HOJAS DESARROLLADAS A
PARTIR DE LAS PLANTAS SILVESTRES

Los tres ejemplares de plantas silvestres de P. peltatum que se obtuvieron en la primer
colecta fueron trasplantados en macetas, con el fin de conservarlos y aclimatarlos a
condiciones controladas, mediante condiciones de fertirrigacion constante (cada 15 dias),
ventilacion e iluminacion bajo sombra. En especial, el nitrogeno fue esencial y fue
requerido en grandes cantidades por la planta porque es uno de los factores limitantes en su
crecimiento (Garnica et al., 2009). Se observo que el desarrollo vegetativo fue mas evidente
en condiciones con riego, logrando el aumento en el tamafio de la hoja y en el nimero de
éstas, lo cual puede explicarse también por el aumento en la tasa de asimilacion de CO,
(Figura 41).

Figura 41. Desarrollo de las hojas mediante condiciones de fertirrigacion constante (cada
15 dias), ventilacion e iluminacion bajo sombra.

Las hojas que sirvieron de explante para la induccion de brotes (11 hojas), fueron las
que mostraron un didmetro inferior de 20 cm, sin dafio foliar y completamente formadas.
Los didametros de las hojas obtenidas fueron de 3 a 18 cm. Las hojas con un didmetro
superior a los 20 cm no fueron apropiadas para ser empleadas como explantes, debido a la
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rapida oxidacion y dafio en el tejido por deshidratacion. Torres (1988), refiere que las partes
viejas de las plantas no son apropiadas para ser empleadas como explantes por un bajo o

nulo contenido de células meristematicas, a diferencia de las hojas o partes jovenes.

Por otro lado, George et al. (2008), refiere que la contaminacién por
microorganismos es una fuerte limitante para el desarrollo de los diferentes cultivos in vitro
por lo tanto los explantes deben de someterse a un proceso de desinfeccion que elimine los
contaminantes que poseen, pero no reduzca la viabilidad del tejido, en algunos casos es
necesario la aplicacion de antibidticos que minimicen la infeccién porque existen
microorganismos que son sistémicos. De esta manera, los resultados mostraron que el
porcentaje de contaminacion fue del 10%, valor considerado aceptable en la mayoria de los
cultivos in vitro en el que se obtuvo el nimero adecuado de explantes vivos sin
contaminacion. El tratamiento para la desinfeccién de las hojas se realizd con agua
jabonosa por 10 minutos e hipoclorito de sodio comercial con el 6 % de ingrediente activo
al 10% (v/v) durante 7 minutos. Las especificaciones del método de desinfeccion de las
hojas de las plantas en maceta fue el siguiente: las hojas seleccionadas fueron lavadas con
agua jabonosa por 10 minutos durante 3 veces, seguido de inmersion en etanol al 70% por 1
minuto y posteriormente en solucion de hipoclorito de sodio comercial con el 6% de
ingrediente activo al 10 % (v/v) por 7 minutos, con agitacion constante. Al término de este
tiempo se removio6 la solucidn y se enjuagd exhaustivamente con abundante agua destilada
estéril en condiciones de esterilidad. Después se continué con el corte de cada lamina foliar
u hoja. Los cortes con las hojas de P. peltatum fueron de 1 cm? en la parte central cerca de
las nervaduras principales. El tamafio del corte para el explante es importante, usualmente
los explantes de gran tamario aumentan la probabilidad de tener un cultivo exitoso (George
et al., 2008). Sin embargo es necesario considerar la naturaleza y tamario de la especie. Por
ejemplo con especies de Dahlia, Hernandez (1993), realiz6 cortes de 1-2 mm y de 3-4 cm?
en 6rganos como apices y receptaculos. Gonzalez (1999), utilizé explantes de tallos de 0.5-
0.8 cm?, hojas de 0.5-1 cm? y de &pices de 1cm?.
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74.2. MODIFICACIONES DEL MEDIO DE CULTIVO BASE PARA LA
INDUCCION DE BROTES ADVENTICIOS DE HOJA

El proceso de morfogénesis es un evento en el que se da la generacion de érganos a
partir de tejidos organizados, implica en un inicio la organizacién de células que no poseian
dicha caracteristica. Los tejidos morfogenéticos, son capaces de generar Organos
adventicios como tallos, raices, hojas y flores. En la organogénesis directa se forman brotes
adventicios directamente a partir de un explante que depende de los fitorreguladores o
reguladores de crecimiento utilizados asi como del genotipo de la planta y érgano utilizado
como explante, originando brotes a partir de hojas, raices, tallos o flores (George et al.,
2008). Los reguladores de crecimiento son compuestos que en muy bajas concentraciones
son capaces de modificar el crecimiento y la morfogénesis de las plantas y de su presencia
0 ausencia dependerd el resultado del cultivo, necesitandose diferentes fitoreguladores en
diferentes cantidades en cada etapa de la propagacion (Razdan, 2003). Los reguladores de
crecimiento para la mayoria de los cultivos in vitro no deben ser superiores las
concentraciones de los 10 mg/L (Dixon, 1991; Pierik, 1997). En el caso de nuestro estudio,
la formacion de los brotes adventicios de hoja fue evidente en practicamente todos los
tratamientos (n=10), sin embargo se obtuvieron diferencias entre los tratamientos aplicados.
Los resultados obtenidos permitieron obtener valores Optimos de balance hormonal
necesario en el medio de cultivo para la formacion de brotes mediante organogénesis
directa a una concentracion de 2.5 mg/L de bencil adenina (BA) y 0.5 mg/L de &cido
indolacético (AlA). A diferencia de los brotes desarrollados con el incremento de la
concentracion de BA 'y de AIA superior a la dosis de 2.5y 0.5 mg/L, con la disminucién en
la formacidn de brotes de tallos y hojas pequefias, delgadas, poco definidas y oxidados
(Tabla 10). En especial se decidi6 utilizar el acido indol-3-acético (AlIA) porque es
rapidamente oxidado en el medio de cultivo y facilmente metabolizado en la planta (Kende
y Zeevaart, 1997). También se observo que la actividad de las citocininas fue lenta, solo
después del subcultivo al medio libre de hormonas fue cuando el efecto se present6 lo que
indica que la concentracidén endogena de auxinas no fue capaz de contrarrestar la actividad
inhibitoria de las citocininas, pues los niveles y por lo tanto su actividad se correlacionan
inversamente (Woodward y Bartel, 2005), baja concentracién de auxinas y alta

concentracion de citocininas (George et al., 2008).
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Tabla 10. Porcentaje (%) de formacion de brotes adventicios por efecto de la
concentracion de &cido indolacético (AlA), bencil adenina (BA) y la cinetina (KIN)

AIA mg/L
0 ‘ 0.1 ‘ 0.3 ‘ 0.5 ‘ 0.7 ‘ 1
BA mg/L
0 0 0 0 40 0 10
2 30 50 100 50 40 50
2.3 50 10 50 100 50 50
2.5 50 50 40 100 90 100
2.7 0 50 50 100 100 50
5 50 20 50 100 50 100
KIN mg/L
0 0 0 0 40 0 10
2 50 20 50 0 40 70
2.3 20 50 50 20 50 30
2.5 40 50 60 90 100 30
2.7 0 20 100 90 50 100
5 0 20 0 50 90 50

Con respecto a los tratamientos con la cinetina (KIN), la mejor combinacion en
concentracion de fitorreguladores fue de 2.5 mg/L de KIN y 0.7 mg/L de AlA. Sin
embargo, la formacion de los brotes como tallos y hojas fue mas lento, menos definido y
con casos evidentes de hiperhidratacidon y oxidacion al término de la evaluacién del ensayo.
Por lo anterior y en comparacién con los resultados del trabajo realizado por Herndndez-
Tejeda A.M. (1999), se decidié utilizar como medio de cultivo base para la formacion de
brotes, el medio de cultivo sélido de Murashige y Skoog, 1962 (MS), complementado con
2.5 mg/L de bencil adenina (BA); 0.5 mg/L de &cido indolacético (AlA); 1 mg/L de glicina
y 100 mg/L de Ac. Ascorbico (MSbrt/L). Se observé que después de los 20 dias iniciales
de cultivo se obtuvieron las primeras respuestas, en las que observd un incremento en la
formacion de protuberancias fundamentalmente en la zona de corte transversal de la hoja
(Figura 42 A-B) que en la mayoria de las ocasiones estos cortes permitieron poner en
contacto directo algunos tejidos internos con el medio de cultivo y facilitar la absorcién de
los reguladores del crecimiento. Estas protuberancias fueron las precursoras de la
formacion de otras estructuras mas organizadas como los brotes de tallos y hojas (Figura
42 C,DyE).
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Figura 42. Explante de lamina foliar con desarrollo de brotes adventicios. Pequefias
protuberancias con aspecto de domo (A y B) y con la presencia de formacion de brotes
adventicios (C, Dy E) de P. peltatum en medio de cultivo MSBrt/L. Linea: 1 cm.

Al contrario de lo que menciona Davies, (2007) y George et al., (2008), el &cido
indolécetico (AlA) favorecid la elongacion del tallo como resultado de un flujo de protones
hacia el exterior de la célula. En adicion con la bencil adenina (BA) y la cinetina (KIN) que
promovieron la proliferacion celular, haciendo evidente la relacion proporcional que entre
éstas debe existir y que permite asi controlar el ciclo y el control de la diferenciacion
celular generando brotes adventicios. Las caracteristicas de los brotes adventicios formados
con una concentracion de 2.5 mg/L de BA y 0.5 mg/L de AIA fue el desarrollo mas
abundante y rapido del tallo y la hoja, sin oxidaciones evidentes y muy semejante en
apariencia con la forma de las plantas adultas colectadas de la zona de estudio (Figura 43).
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Figura 43. Desarrollo de brotes adventicios (tallo y hoja) con la combinacion de
fitorreguladores a una concentracion de 2.5 mg/L de BA'y 0.5 mg/L de AIA. Linea: 1 cm.

Para el proceso de individualizacion, formacion y elongacién de raices se utilizo el
medio de cultivo base de Murashige y Skoog, (1962) (MS), a la mitad de la concentracién
de sus sales organicas e inorganicas (MS50%0/L), sin la adicion de citocininas. La
formacion de raices estd inhibida por la presencia de las citocininas a cualquier
concentracion, en ausencia de éstas se observo el crecimiento de raices surgidas a partir de
las estructuras meristematicas. Con este medio de cultivo se hicieron subcultivos cada 45
dias logrando el desarrollo y elongacion de la raiz (Figura 44), después de 6 meses.
Mediante este proceso fue posible obtener la cantidad de material bioldgico para el estudio
fitoquimico.

Figura 44. Desarrollo de raices con el medio de cultivo base de Murashige y Skoog, (1962)
(MS), a la mitad de la concentracion de sus sales organicas e inorganicas (MS50%/L.).
Escala: Linea: 7 cm.
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7.5. IDENTIFICACION Y CUANTIFICACION DEL ACETATO DE MATURINA
EN LOS EXTRACTOS ORGANICOS DE RAIZ DE LAS ESPECIES SILVESTRES
Y DE LAS PLANTULAS IN VITRO DE P. peltatum

De los compuestos sesquiterpénicos que se tenian de referencia, el acetato de maturina,
fue el Unico compuesto que se obtuvo consistentemente en todas las cromatografias tanto
en los extractos provenientes de las plantas silvestres como en los extractos de las raices de
las plantulas obtenidas de la regeneracion in vitro. Mediante cromatografia de capa fina, los
extractos metanolico-etandlicos de los cultivos in vitro, mostraron la presencia de una
mancha que presentd el mismo desplazamiento frontal (Rf) que el acetato de maturina
(Figura 45). Por este motivo, las condiciones cromatograficas fueron optimizadas para

obtener la mejor resolucién en un corto periodo de tiempo.

©0O0

AM Brote  Brote

Figura 45. Diferencias observadas en el desplazamiento (Rf) e intensidad de la mancha que
muestra el perfil cromatogréfico de los extractos metanolicos-etanodlicos de los brotes
obtenidos mediante cultivos in vitro de P. peltatum, eluidos con el sistema hexano: acetato
de etilo (9:1) AM: Acetato de maturina; Brote: Extracto metanolico-etanolico.
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El cromatograma tipico por HPLC del acetato de maturina mostré un pico con un tiempo
de retencion de 29.29 min (Figura 46).
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Figura 46. Cromatograma mediante HPLC del acetato de maturina.
Por cromatografia de gases acoplada a la espectrometria de masas, fue evidente el

acetato de maturina a los 31.32 minutos (Figura 47) que correspondio con la sefial que se
asigné al m/z 312 del i6n molecular.
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File: 2200-MJE-NARV-AM Date Run: 11-27-2009 (Time Run: 09:10:05)
Sample: Dr-Jimenez-Manuel

Instrument: JEOL GCmate

Inlet: GC Ionization mode: EI+
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Figura 47. Cromatograma y espectro del acetato de maturina obtenido a partir de la
cromatografia de gases acoplado a la espectrometria de masas.

Con respecto a los cultivos in vitro, los analisis realizados por HPLC, indicaron la
presencia tentativa del acetato de maturina, con una sefial en un tiempo de retencion de 5.36
min diferente al del estandar (5.00 min) utilizado en las mismas condiciones. Por tal
motivo, se adiciono el estdndar a la muestra y se demostrd que efectivamente hay un
desplazamiento en el tiempo de retencion. Esto se confirmo con el analisis realizado por
GC-MS, donde se corrobord definitivamente la presencia del acetato de maturina en los

extractos de las raices de las plantulas in vitro.
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El contenido de acetato de maturina tuvo una gran variacion entre los diferentes
extractos atribuido a los diferentes procesos de fragmentacion, desecacion, extraccion y a
las condiciones de almacenamiento de los diferentes extractos. El contenido del acetato de
maturina por cromatografia de liquidos de alta eficiencia (HPLC) en los extractos organicos
de raiz fue determinado acorde a la curva de calibracion. En la Tabla 11, se muestran los
rendimientos que se obtuvieron por HPLC del acetato de maturina en las muestras de los
diferentes extractos y de ambas estructuras subterraneas. Se recuerda que ambas estructuras
son rizomas, sin embargo para denotar la diferencia entre rizoma principal y secundario se

refiere simplemente como rizoma al rizoma primario y al rizoma secundario como raiz.

Tabla 11. Rendimiento obtenido del acetato de maturina en las diferentes muestras

Rendimiento

mg acetato de maturina/ g muestra de extracto

Extracto Raiz Rizoma
Hexanico 228.75 116.70
Etanolico 113.77 104.51
Metandlico 1.23 3.47

El acetato de maturina estuvo por debajo del limite de deteccion del extracto acuoso de
raiz de P. peltatum por lo cual no se detectd. Se considera que debido a las condiciones
estresantes que sufren algunas especies vegetales bajo condiciones in vitro, se pueden
generar compuestos de mayor polaridad como algunas sustancias bioactivas que sufren

glicosilacion, por tal motivo su deteccion es poco probable.

La diferencia del rendimiento obtenido del acetato de maturina de la raiz y del rizoma,
para los extractos hexanicos y etandlicos se explica en parte por el incremento en la
concentracion del compuesto en las raices a diferencia de los rizomas. Wink (2000), refiere
que la biosintesis y acumulacion de los metabolitos secundarios esta regulada en espacio y
tiempo de acuerdo a estados especificos del desarrollo del organismo, de células
especializadas y a periodos de estrés causado por la defensa ante el ataque de

microorganismos. Sintetizdndose principalmente en las raices para transportarse en
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ocasiones a lugares diferentes por el floema o el xilema y acumulandose en pequefias
cantidades en ciertas estructuras como vacuolas, tricomas glandulares de las hojas
(Ascensao y Pais, 1998). También, la distribucion restringida de algunos metabolitos
secundarios a un tipo de estructura vegetal estd asociada a una disponibilidad menor de
precursores y que presentan reacciones de sintesis complejas en una secuencia definida. En
contraste, la amplia diversidad de los metabolitos secundarios esté relacionada entre otras
causas a su falta de movilidad y a las maltiples respuestas debido a condiciones de estrés
con otros organismos e interacciones ambientales (Fernie, 2007). Por ejemplo, el alcaloide
morfina, se encuentra mayoritariamente en las raices de amapolas jovenes (Papaver
somniferum) y cuya concentracion aumenta gradualmente en las hojas. En el estado de
fructificacion, la morfina desaparece de las hojas y se acumula en altas concentraciones en
la capsula del fruto (Waller y col., 2001). Por lo anterior, se podria considerar que el acetato
de maturina se sintetiza en el rizoma primario (rizoma) y se acumula en el rizoma
secundario (raiz) como una estrategia a condiciones de estrés hidrico. Incluso, algunos
metabolitos secundarios son caracteristicos de un tipo determinado de grupos bioldgicos,
como familia, tribu, género y especie (Romo de Vivar, 2007). Un ejemplo en este sentido
es el alcaloide nicotina, que se forma a través de una via biosintética relativamente sencilla,
puede encontrarse en diversas especies de plantas, mientras que el alcaloide brucina, mucho
mas complejo es sintetizado por un solo género de Loganiaceae (Anaya y Cruz-Ortega,
2001).
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8. CONCLUSIONES

Conforme los resultados obtenidos en el presente estudio, se puede concluir lo siguiente:

ESTUDIO FITOQUIMICO

1.  Seaislaron los compuestos 14-angeloyloxycacalohastina, maturinina, angelato de 3,4-
dehidro-14-maturinol y el acetato de maturina.

2. Se determind por primera vez la estructura quimica del angelato de 3,4-dehidro-14-
maturinol no reportado para la especie vegetal en estudio.

3. Se confirmd mediante el estudio de cristalografia la estructura del 14-
angeloyloxycacalohastina y del acetato de maturina.

ACTIVIDAD ANTIINFLAMATORIA

1.  El acetato de maturina significativamente inhibi6 el edema agudo inducido con TPA
para todas las dosis administradas. El porcentaje de inhibicion del edema de acetato
de maturina (95.41%) fue maximo a la dosis de 1 mg/oreja menor al producido por la
indometacina de 89.19% a la dosis de 0.46 mg/oreja.

2. El acetato de maturina mostré un significativo porcentaje de inhibicion (58.95 %) de la
inflamacion (P < 0.05) inducida por la carragenina al principio del evento (1h) y el efecto
persistid hasta casi la quinta hora.

3.  El acetato de maturina inhibid la actividad de la enzima mieloperoxidasa (MPO), la
disminucion de la actividad de la MPO fue directamente proporcional a la
concentracion del acetato de maturina (0.31; 0.42 y 0.56 mg/oreja) con el 89, 96 y 98

%, respectivamente.

REGENERACION IN VITRO
1.  Laformacion de brotes adventicios se obtuvo con la combinacion de fitorreguladores

a la concentracion de 2.5 mg/L de bencil adenina (BA); 0.5 mg/L de é&cido
indolacetico (AlA); 1 mg/L de glicina'y 100 mg/L de acido ascérbico.
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2.

La individualizacion, formacién y elongacion de raices de los brotes adventicios se
obtuvo con la concentracion a la mitad de sus sales orgénicas e inorganicas del medio

de cultivo base MS, sin la adicién de citocinas.

IDENTIFICACION-CUANTIFICACION DEL ACETATO DE MATURINA

b)

ESPECIE VEGETAL SILVESTRE

Por HPLC el acetato de maturina mostré un pico en un tiempo de retencién de 29.29
min.
La concentracion del acetato de maturina fue de 228.75, 113.77 y 1.23 mg de acetato

de maturina por g de extracto hexanico, etanolico y metandlico respectivamente.

CULTIVOS IN VITRO

Por HPLC el acetato de maturina mostré un pico en un tiempo de retencion de 5.36
min.

Por GC-MS se confirmé la presencia del acetato de maturina en los extractos de las
raices de las plantulas in vitro. Sin embargo, no fue posible cuantificarlo porque los
valores estuvieron por debajo del limite de deteccion.
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Anti-inflammatory effects of maturin acetate (MA) isolated from the roots of Psacalium peltatum were
investigated using in vitro and in vivo models. Inhibitory effects of increasing concentrations of MA on
the production of pro-inflammatory cytokines (TNF-a and IL-1B) by lypopolysaccharide (LPS)-activated
peritoneal macrophages were measured in vitro. MA at 75 pg/ml concentration inhibited TNF-a
production by 80% and IL-18 by more than 85% (p < 0.01). MA inhibited inflammation by 75% when
applied topically to 12-O-tetradecanoylpholbol-13-acetate (TPA) induced, dose-dependent acute ear
edema. Myeloperoxidase enzyme levels were also reduced in the inflamed tissue. MA showed a
significant inhibition level of 58.95% at the onset of carrageenan-induced inflammation (1 h) and the
effect persisted up to 5 h. Thus, MA shows high cytokine production and marked anti-inflammatory
effects.

Key words: Psacalium peltatum, maturin acetate, pro-inflammatory cytokines, 12-O-tetradecanoylpholbol-13-

acetate (TPA)-induced acute ear edema, myeloperoxidase enzyme, carrageenan-induced inflammation.

INTRODUCTION

The biological activity of natural plant products has
motivated extensive worldwide research to determine the
pharmaceutical applications of their active compounds.
Psacalium peltatum (Kunth) Cass. (synonyms: Cacalia
peltata Kunth, Senecio peltiferus Hemsley) is an endemic
medicinal plant, member of the matarique complex, which
grows in central Mexico. The matarique medicinal plant
complex consists of different plant species that are

grouped under the same common name, among them
are Acourtia thurberi, Psacalium decompositum,
Psacalium sinuatum and Psacalium palmeri (Linares and
Bye, 1987). These plants share certain features, such as
morphological characteristics of the employed plant and
the same medical application. In Mexico, P. peltatum
roots have traditionally been macerated in alcohol to treat
conditions that cause inflammation such as wounds, skin
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Figure 1. Structure of maturin acetate, cacalol and cacalone.

ulcers and rheumatism (Bye et al., 1995). The anti-
diabetic effects of P. peltatum roots have also been
studied (Contreras-Weber et al., 2002, 2005). The
furanoeremophilane-type sesquiterpene named maturin
acetate (MA) isolated from P. peltatum is similar to
cacalol and cacalone isolated from P. decompositum
(Figure 1). These two latter compounds are known to
inhibit edema, showing a dose-dependent anti-
inflammatory effect when tested in in vivo models
(Jimenez-Estrada et al., 2006). Further investigations
have shown that cacalone in a natural mixture with epi-
cacalone exhibits higher anti-inflammatory effect than
cacalol using an in vivo 12-O-tetradecanoylpholbol-13-
acetate (TPA) model (Acevedo-Quiroz et al., 2008). The
present work reports the anti-inflammatory effects of the
bioactive compound MA isolated from P. peltatum using
in vitro and in vivo models.

MATERIALS AND METHODS
Sample preparation and phytochemical analysis

Roots of P. peltatum were collected from the pine-oak forest at
Mineral del Chico, Hidalgo, Mexico, [20° 09" 55" N and 98° 45" 08"
W]. A voucher specimen was deposited at the National Herbarium
(MEXU 1138692) of the Institute of Biology, UNAM, México. Air-
dried and powdered roots (4.381 kg) of P. peltatum were
sequentially extracted with n-hexane by thorough maceration (3
times x 2 I) at room temperature. The extract was filtered and
concentrated. After the removal of solvent in vacuum, it afforded an
oil residue. The n-hexane P. peltatum root extract (6.0 g) was
fractionated by column chromatography over silica gel and eluted
with n-hexane, ethyl acetate, and mixtures of these solvents. The
collected fractions and compounds were monitored by thin layer

chromatography (TLC) on 0.2 mm pre-coated silica gel 60 Fysq
plates (E. Merck), with the hexane/ethyl acetate (8:2) solvent
system.

Compounds were observed under ultra violet (UV) light and by
spraying with 1.0% ceric sulfate/H,SO,4 solution. The isolated
compound was recrystallized in acetone-hexane to yield a pure
compound. The structure was examined using infrared spectra (IR),
'H, ¥C nuclear magnetic resonance (NMR) spectra and mass
spectra (MS). Uncorrected melting points (m.p.) were determined
on a Fisher Jones apparatus. Infrared radiation (IR) was recorded
with a Nicolet fourier transform infrared spectroscopy (FT-IR) SX
spectrometer using chloroform as solvent. *H, **C NMR spectra
were measured with a Varian Gemini-2000 and a Varian VXR-300
(200 MHz) spectrometer. Chemical shifts are reported in ppm
relative to tetramethylsilane (Me4Si, & = 0) in CDCl; as solvent and
J values in Hz.

Electron impact mass spectra were measured with a Jeol JIMS-
AX 505 HA spectrometer. MA was detected and quantified by high-
performance liquid chromatography (HPLC). Sample solutions were
prepared by dissolving the MA and P. peltatum root extract in
methanol. A Synergi Polar-RP column (150 x 2.00 mm, 4 pm
particle size; Phenomenex) was used. The mobile phase consisted
of deionized water (A) and acetonitrile HPLC grade (B). Gradient
elution was performed starting with 70A/30B and changing the
composition to 100B after 25 min. The detection wavelength, flow
rate and column temperature were set at 254 nm, 0.2 ml/min, and
40°C, respectively. For all solutions (samples and standard), 10 pl
were injected. A sample of 1.00 mg of the compound was dissolved
in 5.00 ml methanol and serial dilutions of this stock solution with
methanol were done to obtain calibration curves. Within the
concentration range injected (200.0 to 2 pg/ml), the detector
response was linear (R?2 0.9948), with a detection limit of less than
0.002 pg/ml (data not shown).

Experimental animals

Male ICR-CD1, BALB/c mice weighing 25 to 30 g and Wistar rats
weighing 180 to 200 g were provided by the Instituto de Fisiologia



1602 J. Med. Plants Res.

Celular, UNAM, and approved by the Animal Care and Use
Committee (NOM-062-Z00-1999). All animals were housed under
a 12 h light-dark cycle at 24 + 2°C, humidity 50 + 5% with ad libitum
access to food and water. All experiments were carried out using
six animals per group.

In vitro determination of cytokine production in peritoneal
macrophages

To obtain peritoneal macrophages, 8-week-old male BALB/c mice
were killed by cervical dislocation. Peritoneal cells were obtained by
lifting the peritoneal wall and injecting 4 ml of sterile phosphate
buffered saline (PBS). The peritoneum was then massaged, and
the fluid (approximately 4 ml) was drawn into a syringe. Cells were
washed twice and re-suspended in Roswell Park Memorial Institute
(RPMI) 1640 medium (Sigma) containing 10% fetal bovine serum
(FBS) (GIBCO) and 100 pg/ml gentamycin (GIBCO); later the
concentration was adjusted to 3 x 10° cell/ml. Cell viability was
determined as described in Badisa et al. (2003). Absorbance was
measured on a microplate reader at 515 nm. Cytokines IL-18 and
TNF-a were measured by enzyme-linked immunosorbent assay
(ELISA) in the supernatant of peritoneal macrophages. These cell
supernatants used for cytokine determination were prepared as
follows: macrophages were washed twice, adjusted to a density of
10° cells/ml, and cultured at 37°C in 5% CO; for 24 h in RPMI
complete medium either alone or with 2 pg/ml LPS in the absence
or the presence of increasing doses of maturin acetate (MA). After
24 h, samples were centrifuged at 2,500 rpm for 20 min at 18°C
and the supernatant collected and assayed for IL-18 (range of
detection 63 to 4000 pg/ml) and TNF-a (range of detection 16 to
2000 pg/ml) using an ELISA kit (Peprotech) in a format of
sandwich.

In vivo TPA-induced acute ear edema

myeloperoxidase (MPO) activity

assay and

The assay involving TPA-induced acute ear edema in mice was
based on the method described by Merlos et al. (1991) modified by
Jimenez-Estrada et al. (2006). Increasing concentrations of MA and
indomethacin as positive control were dissolved in ethanol:acetone
(1:1). The degree of neutrophil infiltration was indirectly quantified
by determination of ear myeloperoxidase (MPO) activity (Bradley et
al.,, 1982; Suzuki et al., 1983). Enzyme activity was determined by
colorimetry at a wavelength of 450 nm, using a BIOTEK micro plate
reader ELx808. Activity was expressed as absorbance increase
and enzyme inhibition percentages.

In vivo carrageenan-induced rat paw edema assay

The assay involving carrageenan-induced rat paw edema was
based on the method described by Winter et al. (1962), with certain
modifications. Rats were administered sodium naproxen (Sigma)
and MA at 100 mg/kg i.p. Sodium naproxen was used as positive
control because it is widely accepted as a non-steroidal anti-
inflammatory drug (NSAID) and is dose-related (Delporte et al.,
2005). The 100 mg/kg MA dose was chosen as it is high enough to
evidence anti-inflammatory effects; this has been shown in
ibuprofen (In-Tae et al., 2004) and diclofenac (Ojewole, 2005).
When there is no prior evidence of activity, natural extracts are
commonly used at this concentration (Bolanle et al, 2012;
Arawwawala et al., 2012; Prakash Babu et al., 2011). Before
treatment, the mean volume (from 3 or 4 measurements) of the

right paw of each animal was determined (V,, basal volume and V;,
edema at different time) using a Plethysmometer 7159, Ugo Basile.
These individual records were used to calculate the variation of
edema (Vi- V,) in each group. Percentages of inhibition (1%) were
determined using the following formula: 1% = 100 - [B x 100] / A,
where A is the mean variation of edema (V- V,) in the control group
and B is the (Vi - Vo) in the groups treated with MA and sodium
naproxen.

Statistical analysis

Data obtained from animal experiments were expressed as mean
values * standard error (+ SEM). Statistical differences between the
treated and control groups were evaluated by one-way analysis of
variance (ANOVA) followed by Dunnett's test for multiple
comparisons. Values of P < 0.05 (*) and P < 0.01 (**) were
considered to be statistically significant (Tallarida and Murria,
1981).

RESULTS AND DISCUSSION

Medicinal plants and their products have been used for
many centuries to treat different kinds of acute and
chronic inflammatory diseases such as wound-healing,
edema and rheumatoid arthritis (Gayathri et al., 2007).
MA has been isolated from the roots of Mexican species
such as P. beamanii (Perez et al., 2004), P. radulifolium
(Gardufio and Delgado, 2003), Roldana angulifolia
(Arciniega et al., 2006), Trichilia cuneata (Doe et al.,
2004) and from the South African species Senecio
digitalifolius (Bohlmann and Zdero, 1978), Senecio
lydenburgensis (Bohlmann et al., 1979) and Senecio
affinis (Bohlmann and Bapuji, 1982).

In this work, phytochemical analysis of dried n-hexane
P. peltatum root extract (6 g) by silica gel column
chromatography revealed MA as the root's main
constituent. Fractions eluted with hexane afforded a
mixture of B-sitosterol/stigmasterol (15 mg) (Voutquenne
et al., 1999). Fractions eluted with hexane/ethyl acetate
(99:1) yielded maturinin (12 mg) (Correa and Romo,
1966) and MA (2.34 g) in the form of yellow needles
(Figure 1). MA recrystallized from acetone-hexane.
Crystallographic  analysis of MA allowed the
unambiguous assi%;nment of the structure (Rojano-
Vilchis, 2012). The *C NMR data from MA have not been
reported before and were unequivocally assigned as: 3¢
NMR (75.4 MHz, CDCl3) & 121.03 (C-1), 130.24 (C-2),
124.77 (C-3), 130.36 (C-4), 133.44 (C-5), 122.05 (C-6),
129.38 (C-7), 142.41 (C-8), 141.78 (C-9), 125.42 (C-10),
116.44 (C-11), 148.94 (C-12), 58.48 (C-13), 193.45 (C-
14), 26.62 (C-15), 61.10 (O-CH;-9), 170.56 (C-1") 21.00
(C-2) ppm. In the present work, MA was directly
obtained from the n-hexane root extract without under-
going the procedure of preparing an acetylated product
with acetic anhydride in pyridine from maturin, as has
been the case in previous studies (Correa and Romo,
1966). Chromatographic conditions of isolated MA were
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Figure 2. HPLC profile of maturin acetate.

optimized by HPLC to evaluate compound purity in the
shortest period possible. MA showed one peak, with
retention time of 29.29 min and with concentration of
228.75 mg/g in the n-hexane P. peltatum root extract.
(Figure 2).

Cytokine synthesis is a primary mode of response of
macrophages to inflammatory stimuli by bacterial
products including LPS (Cheng et al., 2008). TNF-a is a
cytokine with very diverse biological activities playing a
role in various physiological and pathological
phenomena, such as infection, inflammation, immuno-
modulation, cancer, cachexia and lethal septic shock. IL-
1B is among the most potent and multifunctional cell
activators. IL-1 is a key mediator in the series of host
responses to infection and inflammation known as acute-
phase response, and plays a particularly important role in
the induction of acute-phase proteins whose synthesis is
increased during inflammation. IL-18 has been studied
regarding its pathogenetic role in rheumatoid arthritis,
vasculitis, Alzheimer disease, diabetes and autoimmune
diseases in general (Mire-Sluis et al., 1998).

As shown in Figure 3, LPS-activated macrophages
produced considerable levels of the two cytokines TNF-a
and IL-1B. The treatment of cells with MA induced a
concentration-dependent inhibition of the production of

Time (min)

the two pro-inflammatory cytokines by LPS-stimulated
macrophages. 75 pg/ml of MA resulted in 80% inhibition
of TNF-a and in more than 85% inhibition of IL-1B (p <
0.01). These results confirm previously reported data,
indicating that many medicinal plant extracts contain anti-
inflammatory substances which act as inhibitors of pro-
inflammatory responses (Calixto et al., 2004; Grabley et
al., 1999; Tan et al., 2004).

Inflammation is a rapid local response to tissue
damage with edema formation. Edema is characterized
by reddening and swelling of the skin at the damage site
(Ahamed et al., 2007). In this study, topical administration
of MA and indomethacin significantly decreased acute
ear edema induced by TPA at all administered doses
compared with control groups (p < 0.01). Edema
inhibition percentage (EI%) by indomethacin was 89.19%
at a dose of 0.46 mg/ear, and MA showed its maximum
inhibition level (75.50%) at a dose of 0.56 mg/ear. MA
and indomethacin showed a dose-dependent anti-
inflammatory effect and IDs, values of 0.40 mg/ear (r2 =
0.99) and 0.097 mg/ear (r2 = 0.97), respectively (Table 1).
MA showed a greater anti-inflammatory effect (75.50%
edema inhibition) than cacalol (45.5% edema inhibition)
in the same experimental model (Jimenez-Estrada et al.,
2006). The TPA-induced acute ear edema response is
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Figure 3. Effect of maturin acetate on LPS-induced cytokine secretion.
Peritoneal macrophages (1 x 10%/ml) were plated in 24-well plates and stimulated
with LPS (2 pg/ml) in the absence or presence of the indicated concentrations of
compound for 24 h. At the end of the culture period, culture medium was
collected for the determination of IL-1B, TNF-a by ELISA kits. Results are
expressed as mean + SEM of cytokine concentration (ug/ml). (**p < 0.01) versus

LPS-stimulated cells.

associated with an increase in myeloperoxidase (MPO)
concentration resulting from chemotaxis of neutrophils in
the inflamed tissues (Smith, 1994). MA at doses of 0.31,
0.42 and 0.56 mg/ear reduced MPO activity (Figure 4).

Topical application of MA significantly reduced MPO
levels in ear homogenates, indicating that neutrophil
migration control participates in the observed topical anti-
inflammatory activity. Anti-inflammatory effect observed
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Table 1. Anti-inflammatory effects of increasing concentrations of indomethacin and maturin acetate on TPA-

induced mouse ear edema.

Substance Dose (mg/ear) Weight of ears (mg) Edema inhibition (%) IDso (mg/ear)
Control - 16.24+0.86 -
0.05 10.53+£1.04** 35.15
Indomethacin 0.15 7.10+1.34* 56.29 o
0.46 1.570.33* 89.19 0.097, r"=0.97
Control - 15.35+0.42 -
0.31 11.0440.23** 25.71
Maturin acetate 0.42 6.78+1.55** 54.41 0.40, r?=0.99
0.56 3.64+0.39** 75.50

The weight of ears was represented as the mean + SEM (standard error of mean) of six animals. **p < 0.01.
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Figure 4. Measurement of myeloperoxidase (MPO) activity using neutrophil infiltration
within the dermis, treated with TPA alone and TPA + MA. Values are expressed as
mean + SEM of absorbance at 450 nm. Each bar represents the mean of six replicates.
The asterisk denotes the significance levels when compared with controls (** p < 0.01).

in TPA ear model was confirmed using the carrageenan-
induced rat paw edema assay. Before injection of
carrageenan in the paw edema assay, the basal paw
volume values (V,) ranged from 0.69 to 1.00 ml (0.87 +
0.04 ml) and the mean variations of edema (V; - V,) =
standard error of mean (SEM) in the control group (N = 6)
were 1 h (0.42 £ 0.10 ml), 3 h (0.98 £ 0.12 ml) and 5 h
(.06 = 0.06 ml). MA showed significant (p < 0.05)

inhibition of 58.95% of the inflammation induced by
carrageenan at the beginning of the inflammatory
process (1 h), and the effect persisted up to 5 h (Table 2).
Administration of MA inhibited edema starting from the
first hour along all phases of inflammation, which was
probably due to inhibition of different aspects and
chemical mediators of inflammation (Ahamed et al.,
2005). The development of edema in the rat paw after the
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Table 2. Anti-inflammatory effects of sodium naproxen and maturin
acetate (100 mg/kg) on carrageenan-induced paw edema.

Edema inhibition (%)

Substance

lh 3h 5h
Sodium naproxen 4.70+24.9 49.91+12.7* 41.6+10.9*
Maturin acetate 58.95+12.4* 35.08+14.6* 35.2246.1

Each value is represented as the mean + SEM (standard error of mean)

of six animals. *p < 0.05.

injection of carrageenan has been described as a
biphasic event. The early phase (2.3 to 3 h) of inflam-
mation is due to the release of vasoactive amines such
as histamine and serotonin. The later phase (4.5 to 6 h)
is due to the activation of kinin-like substances such as
prostaglandins induced by cyclooxygenase, proteases
and lysosomes (Olajide et al., 2000), producing an
edema dependent on the mobilization of neutrophils
(Vinegar et al., 1987; Hwang et al., 1996).

Present results indicate that MA reduces the exudation
of the acute inflammation process and the early phase
inflammatory response related to the release of pro-
inflammatory mediators such as histamine and serotonin.
This edematous response was reduced significantly in
rats pretreated with indomethacin, a compound known to
be a cyclooxygenase inhibitor.

Conclusions

Maturin acetate (MA) was isolated and quantified as the
main constituent of the n-hexane P. peltatum root extract
and exerted an important anti-inflammatory effect due to
the modulation of macrophage responses and cytokine
production. In addition, MA suppressed LPS-induced pro-
inflammatory IL-18 and TNF-a production by mouse
peritoneal macrophages acting as in vitro anti-
inflammatory agent. Furthermore, MA showed anti-
inflammatory effects in experimental animal models of
acute inflammation generated with TPA and
carrageenan. MA displayed an effective anti-inflammatory
response similar to the indomethacin, which has been
found to be effective in the treatment of rheumatic
conditions as a cyclooxygenase inhibitor limiting
prostaglandin biosynthesis.

In this study, MA significantly reduced MPO levels by a
mechanism related to the inhibition of neutrophil migra-
tion induced by carrageenan. MA showed a significant
percentage of inhibition (58.95%) at the beginning of the
inflammatory process (1 h) and the effect persisted up to
5 h, in comparison to sodium naproxen (4.70%). The
present analysis confirms some of the beneficial effects
ascribed in traditional medicine to the roots of P.
peltatum. The anti-inflammatory effects produced by MA

may be therapeutically used for diverse inflammatory
diseases. Further experiments are required to determine
to what extent this sesquiterpenoid compound and the P.
peltatum root extract can be used as therapeutic agents
with anti-inflammatory activity.
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Maturin acetate (MA) is one of main constituents in Psacalium peltatum. The cytotoxic effects of MA on
tumorigenic cells were evaluated using the MTT assay. The in vitro immunostimulatory effects of maturin
acetate (MA) were evaluated on the viability of murine splenocytes and macrophages, and human periph-
eral blood mononuclear cells (PBMC). The effects of MA on the production of nitrous oxide, pinocytosis
and lysosomal enzyme activity were assayed in murine macrophages RAW 264.7. The effects of MA on

Keywords: the NK cell activity were also assayed. The in vivo immunostimulatory activities of MA were evaluated
Maturin acetate on BALB/c mice immunosuppressed with cyclophosphamide (CY). MA lacks cytotoxic activity against
Immunostimulatory . . ..

Macropaghes human cancer cells (ICso > 200 1M). In the absence of LPS, MA 10 uM or higher stimulated significantly
NK cells (P <0.05), compared to untreated cells (-LPS), the viability of murine macrophages and splenocytes. In

the absence of LPS, MA 10 uM or higher stimulated significantly (P < 0.05), compared to untreated cells
(-LPS), the lysosomal enzyme activity and pinocytosis. In immunosuppressed mice, MA increases signif-
icantly (P < 0.05), compared to CY-treated mice, the production of IL-2 and IL-15 and IFN-vy. In conclusion,
MA exerts immunostimulatory activities in vitro and in vivo.

Splenocytes

© 2013 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

Immune system is a complex organization of white blood cells,
antibodies, and blood factors that protects the body from foreign
invaders (Baniyash, 2006). The mammalian immune system is
composed of many cell types like B cells, T cells, natural killer
(NK) cells, neutrophils, basophils, eosinophils, macrophages, mast
cells and mediators like cytokines that interact with non-immune
cells to ensure protection against pathogens (Manu and Kuttan,
2009). Modulation of the immune system denotes to any change
that can involve induction, expression, amplification or inhibition
of the immune response (Alamgir and Uddin, 2010). Thus, immu-
nomodulator is a substance used for its effect on the immune sys-
tem. There are generally of two types immunomodulators based on

Abbreviations: DMEM, Dulbecco’s modified eagle medium; FBS, fetal bovine
serum; LPS, lipopolysaccharides; MA, maturin acetate; NK cells, natural killer cells;
NO, nitrous oxide; p-NPP, p-nitrophenyl phosphate; MTT, thiazolyl blue tetrazolium
bromide; OD, optic density; PBS, phosphate buffer saline.
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their effects: immunosuppressants and immunostimulators.
Immunosuppressants decrease excessive immune function (e.g.
autoimmune disease), whereas immunostimulators include the
reconstitution of immune deficiency (e.g. AIDS) (Alamgir and
Uddin, 2010). Many diseases such as cancer and infectious diseases
might be caused by a deficiency in the number or function of im-
mune cells (Patwardhan et al., 1990).

Psacalium peltatum (Kunth) Cass. (Asteraceae), an erect herba-
ceous vegetal which used empirically as an immunomodulatory
agent (Alarcon-Aguilar et al., 2010) and for the empirical treatment
of cancer (Argueta et al., 1994). Phytochemical studies have shown
that furanoeremophilane-type sesquiterpene, maturin acetate
(MA) (CygH1605) (4-formyl-9-meth-oxy-5-methyl-naphtho[2,3-
b]furan-3-yl)methyl acetate (Fig. 1) is one of the main constituents
of P. peltatum (Alarcon-Aguilar et al., 2010). MA has been isolated
as the most abundant compound in other Mexican plant species
such as Psacalium radulifolium (Garduiio and Delgado, 2003), Psaca-
lium beamanii (Perez-Catorena et al., 2004), Roldana angulifolia
(Arciniegas et al., 2006) and Trichilia cuneata (Doe et al., 2004)
and other medicinal plants such as Senecio digitalifolius (Bohlmann
and Zdero, 1978), Senecio lydenburgensis (Bohlmann et al., 1979)
and Senecio affinis (Bohlmann and Bapuji, 1982).
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Fig. 1. Chemical structure of maturin acetate (MA).

Since P. peltatum is used as immunostimulatory agent and for
the empirical treatment of cancer. We evaluated the immunomod-
ulatory and cytotoxic effects of one of its main constituents, matu-
rin acetate.

2. Materials and methods
2.1. Materials

DMEM, RPMI and fetal bovine serum (FBS) were from GIBCO
BRL (Grand Island, NY). Lipopolysaccharides (LPS) and p-nitro-
phenyl phosphate (p-NPP), levamisole and cyclophosphamide
were purchased from Sigma Chem. (St. Louis, MO). Sevoflurane
was from Abbot Laboratories (Chicago, IL). ELISA kits for the quan-
titation of IL-6 and IL-23(Superarray Biosciences, Frederick, MD),
IL-2 and IL-15 (Peprotech Inc., Rocky Hill, NJ), and IFN-y (Qiagen,
Germantown, MD) were acquired.

2.2. Cells and culture conditions

Human tumor-derived cell lines from cervical (HeLa), colorectal
(SW-480), breast (MDA-MB-231), leukemia (K562) and liver
(HepG2) carcinomas as well as murine macrophages (RAW
264.7) were maintained in DMEM supplemented with 7% FBS
and antibiotics (100 units/ml penicillin and 100 pg/ml streptomy-
cin). Ovarian (SKOV-3) and prostate (DU-145) carcinoma cell lines
were maintained in RPMI medium supplemented with 7% FBS and
antibiotics. All cell lines were obtained from ATCC (Manassas, VA).
All cell cultures were grown at 37 °C in a humidified atmosphere
with 5% CO,. All the procedures (isolation of primary cultures from
mice and human, and handling of experimental animals) carried
out in this study were approved by the Research Ethic Committee
from Instituto Nacional de Cancerologia (Distrito Federal, México).

2.3. Animals

BALB/c mice, weighing 18-23 g, from the Experimental Animal
Center at the Instituto de Investigaciones Biomedicas, UNAM, Méx-
ico, were used. The experiments were performed following the NIH
Guide for Treatment and Care for Laboratory Animals and by the
Mexican Official Norm for Animal Care and Handing (NOM-062-
Z00-1999). The mice, having free access to food and water, were
housed in cages with filtered air in a climate and light controlled
room with a 12 h light/dark cycle.

2.4. Isolation of maturin acetate

The isolation of maturin acetate was carried out as described
recently (Rojano-Vilchis et al., 2012). Briefly, roots of Psacalium.

peltatum (Kunth) Cass., were collected from a pine-oak forest of
Mineral del Chico, Hidalgo, Mexico, [20°09'55"N and
98°45'08"W]. A voucher specimen was deposited at the National
Herbarium (MEXU 1138692) of the Institute of Biology, UNAM,
Mexico. Air-dried and powdered roots (4.381 kg) of P. peltatum
were sequentially extracted with n-hexane by exhaustive macera-
tion (3 times X 2 1), at room temperature. Hexane extract of roots
from P. peltatum, was separated in a column chromatographic pro-
cess and eluted with hexane-ethyl acetate in a mixture gradient,
from fraction (98:2) eluted of hexane-ethyl acetate was isolated
maturin acetate and their spectroscopic features were compare
with the described data (Correa and Romo, 1966; Bohlmann
et al.,, 1977). The purification and characterization of MA was car-
ried out recently when its crystal structure was elucidated (Roj-
ano-Vilchis et al., 2012).

2.5. MTT assay

Human cancer cell lines were seeded in 96-well microplates at a
density of 5000 cells/well. After 24 h of incubation, MA at concen-
trations ranging 1-200 uM were added to the cells. Then, the assay
was carried out as described by Jacobo-Salcedo et al. (2011) and
optical density (OD) was measured at 590 nm using an ELISA read-
er (Biorad Laboratories, Hercules, CA). The wells without cells were
considered as blank. The viability of treated cells was estimated
from the relative growth as follows:

control OD — sample OD
control OD

Relative viability = x 100

2.6. Viability assay with murine splenocytes and macrophages

Murine splenocytes (obtained as described by Jacobo-Salcedo
etal. (2011)) and RAW 264.7 macrophages were seeded in 96 wells
plates at 2 x 10° cellsjwell and 5 x 10* cells/well, respectively.
After 24 h of incubation, concentrations of MA between 1 and
25 uM were added to the cells. Positive controls received lipopoly-
saccharides (LPS) 1 pg/ml. In order to evaluate whether MA in-
creases immunostimulatory activities in the presence of LPS, MA
and LPS were incubated in combination. Parallel cultures received
concentrations of MA in the presence of LPS 1 pg/ml. After 48 of
treatment, cell viability assay was carried out as described above.

2.7. Viability assay with PBMC

Human peripheral blood mononuclear cells were obtained as
described previously (Jacobo-Salcedo et al., 2011) and seeded in
96 well plates at 2.5 x 10* cells/well. After 24 h of incubation, dif-
ferent concentrations of MA (1-25 uM) were added to cells. The as-
say was performed as described above.

2.8. Nitric oxide (NO) production

Nitric oxide (NO) production was determined based on Griess
reaction (Green et al., 1981). RAW 264.7 macrophages were seeded
(5 x 10 cells per well) in 96 well plates. After 24 of incubation,
macrophages were treated with various concentrations of MA (1-
25 uM) in the absence or presence of LPS 1 pg/ml. Then, the assay
was carried out as described by Jacobo-Salcedo et al. (2013) and
the OD was read on a microplate reader at 515 nm. The nitrite con-
centration (UM) was determined by interpolation of standard
curves constructed with known concentrations of KNO,.
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2.9. Cellular lysosomal enzyme activity assay

The cellular lysosomal enzyme activity was used to determine
acid phosphatase activity in macrophages (Suzuki et al., 1988).
Briefly, RAW 264.7 macrophages were seeded (5 x 10% cells per
well) in 96 well plates. After 24 of incubation, macrophages were
treated with various concentrations of MA (1-25 pM) in the pres-
ence or the absence of LPS 1 pg/ml during 48 h. Then, the assay was
carried out as described by Jacobo-Salcedo et al. (2013) and the
absorbance was measured at 405 nm. The percentage of lysosomal
enzyme activity was calculated by the following equation:

0D sample — OD negative control
OD negative control
x 100

Lysosomal enzyme activity (%) =

2.10. Neutral red uptake

The pinocytic activity of MA was evaluated using the neutral
red assay according to described by Cheng et al. (2008) with some
modifications. RAW 264.7 macrophages were seeded (5 x 104 cells
per well) in 96 well plates. After 24 of incubation, macrophages
were treated with various concentrations of MA (1-25 M) in ab-
sence or presence of LPS 1 pg/ml for 48 h. Then, the assay was car-
ried out as described by Jacobo-Salcedo et al. (2013). The optical
density was measured at 540 nm in microplate reader. The red
neutral uptake was calculated by the following equation:

OD sample — OD negative control
0D negative control

x 100

Red neutral uptake (%) =

2.11. NK cell activity

The activity of natural killer (NK) cells was measured as previ-
ously described (Tu et al., 2008) with some modifications. Briefly,
K562 cells used as target cells, were seeded in 96-well plates at a
density of 2 x 10* cells/well in RPMI medium. After 24 h, murine
splenocytes, used as the effector cells, were added at 1 x 10°-
cells/well to give effector/target cells a ratio of 50:1. After incuba-
tion for 4 h, cells were treated with MA concentrations between 1
and 25 pM during 48 h. Then, cells were subjected to MTT assay.
NK cell activity was calculated as follows:

NK activity (%) = (ODT — (ODS — ODE))/ODT x 100%

where ODT, optical density value of target cells control, ODS, optical
density value of test samples, ODE, optical density value of effector
cells control.

2.12. Immunosuppressive assay

BALB/c mice were injected intraperitoneally with cyclophospha-
mide at 100 mg/kg. One day later, groups of five immunosuppressed
mice were randomly divided and received intraperitoneally levam-
isole 2.5 mg/kg, doses of MA from 10 to 50 mg/kg, dissolved in
0.1 ml of 0.9% saline solution, daily over 14 days. The untreated ani-
mals received 0.1 ml of the vehicle solution. After 14 days of treat-
ment, mice were anesthetized by sevoflurane inhalation and their
blood was obtained by cardiac puncture. Serum samples were pre-
pared by centrifuging the whole blood at 2000x g at 4 °C for 10 min.
The supernatants and serum levels of cytokine for IL-2, IL-6, IL-15,
IL-23 and IFN-y were measured using commercially available kits
according to the manufacturer’s instructions. The optical density
was measured at 450 nm in microplate reader.

2.13. Statistical analysis

Experimental values are expressed as the mean * the standard
deviation of at least three experiments in hexaplicate. Statistically
significant differences from the control group were identified by
Student’s t-test for paired data. The level of P < 0.05 was used to
determine statistical significance. All calculations were performed
using the Graph Pad Prisma V.3 software system (GraphPad Soft-
ware, San Diego, CA).

3. Results
3.1. 1MA lacks toxic effects on human cancer cell lines

The results indicated that MA lacks (ICso > 200 M) cytotoxic ef-
fects against the human cancer cell lines HeLa, SW-480, MDA-MB-
231, HepG2, SKOV-3, DU-145 (results not shown).

3.2. MA induces the viability of murine macrophages and splenocytes

We evaluated the effects of MA on the viability of murine mac-
rophages and splenocytes, and human peripheral blood mononu-
clear cells. In the absence of LPS, only MA at 25 uM stimulated
significantly (P < 0.05), compared to untreated cells (-LPS), the via-
bility of murine macrophages by 122% (Fig. 2A). In the presence of
LPS, MA increased the viability of murine macrophages in a con-
centration dependent manner and tested at 25 uM stimulated
the viability with higher potency (P < 0.05) than LPS (Fig. 2A). In
the absence of LPS, MA induced the viability of murine splenocytes
in a concentration dependent manner. Furthermore, MA at 10 and
25 pM stimulated significantly (P < 0.05), compared to untreated
cells, the viability by 116% and 124%, respectively (Fig. 2B). In the
presence of LPS, MA at 25 uM increased the viability of murine
splenocytes by 149% with higher potency (P < 0.05) than LPS
(Fig. 2B). In contrast, MA did not affect the viability of human
PBMC in the absence or presence of LPS (Fig. 2C).

3.3. MA induces lysosomal enzyme activity and pinocytosis in RAW
264.7 murine macrophages

We also evaluated the effects of MA on the NO production, lyso-
somal enzyme activity and pinocytosis, activities that subse-
quently occur when macrophages are activated. In the absence of
LPS, MA did not induce the NO production in murine macrophages
compared to untreated cells (-LPS) (Fig. 3A). In the presence of LPS,
MA at all tested concentrations induced the NO production with
higher potency (P < 0.05) than LPS (Fig. 3A). In the absence of
LPS, MA stimulated significantly (P < 0.05), compared to untreated
cells, the lysosomal enzyme activity in a concentration dependent
manner (Fig. 3B). In the presence of LPS, MA at 5, 10 and 25 pM in-
duced the NO production by 132%, 140% and 138%, respectively,
with higher potency (P < 0.05) than LPS (Fig. 3B). In the absence
of LPS, only MA at 25 puM induced pinocytosis by 125% with higher
potency (P < 0.05) compared to untreated cells (Fig. 3C). In the
presence of LPS, MA at 25 pM stimulated the neutral red uptake
by 138% with higher potency than LPS (Fig. 3C).

3.4. MA induces NK cell activity
MA induced significantly (P < 0.05), compared to untreated

cells, NK cell activity in a concentration dependent manner:
5 uM (4.5%), 10 uM (6.9%) and 25 pM (7.3%) (Fig. 4).
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Fig. 2. Effect of maturin acetate (MA) on the viability of murine macrophages
RAW 264.7 (A) and splenocytes (B), and human peripheral blood mononuclear
cells (C). Primary cultures of murine splenocytes and human peripheral blood
mononuclear cells were obtained as described in Section 2. Cell cultures
were treated with DMSO 0.01% (untreated), LPS 1 pg/ml (positive control) or
indicated concentrations of MA in the presence or absence of LPS 1 pg/ml for
48 h. Cell viability was measured with the MTT assay. Data are representative of
at least three independent experiments in hexaplicate. Results represent
the mean +* standard deviation. *, statistically significant (P < 0.05) compared
to untreated cell cultures; **, statistically significant (P < 0.05) compared to
LPS.
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Fig. 3. MA induces cellular lysosomal enzyme activity and pinocytosis in murine
macrophages. RAW 264.7 murine macrophages were treated with DMSO 0.01%
(untreated), LPS 1 pg/ml (positive control) or indicated concentrations of MA in the
presence or absence of LPS 1 pg/ml for 48 h. The amount of NO production (A),
cellular lysosomal enzyme activity (B) and neutral red uptake (C) were measured as
described in Section 2. Data are representative of at least three independent
experiments in hexaplicate. Results represent the mean + standard deviation. *,
statistically significant (P < 0.05) compared to untreated cell cultures; **, statisti-
cally significant (P < 0.05) compared to LPS.
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Fig. 4. MA stimulates NK cell activity. K562 cells used as target cells, were seeded in
96-well plates at a density of 2 x 10% cells/well. After 24 h, murine splenocytes,
used as the effector cells, were added at 1 x 10° cells/well. After incubation for 4 h,
cells were treated with MA concentrations between 1 and 25 pM during 48 h. Then,
cells were subjected to MTT assay. NK cell activity was calculated as described in
Section 2. Data are representative of at least three independent experiments in
hexaplicate. Results represent the mean + standard deviation. *P < 0.05, compared
to the control values.

3.5. MA increases the production of immunostimulatory cytokines in
immunosuppressed mice

The immunosuppressive compound cyclophasphamide (CY) de-
creased significantly (P < 0.05), compared to mice which did not
receive CY (untreated), the serum levels of all immunostimulatory
cytokines (Fig. 5). In contrast, the positive control levamisole re-
stored the serum levels of all cytokines as much as the untreated
mice (Fig. 5). Moreover, MA increased the release of IL-2, IL-15
and IFN-y in a dose dependent manner with higher potency

1200
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CJIL-6
EL-15
1000 4 C3IL-23 A
= * I IFN-y
c * *
S g0 k
=) | x x M, * % ]
*
H 600 % g
)
£
?3’- 400 - B
>
6]
200 - B
0 4
CY 100 mg/kg - + + + + +
LV 2.5 mg/kg - - +
MA 10 mg/kg - - - + -
MA 25 mg/kg - - - - +
MA 50 mg/lg - - - - - +

Treatments

Fig. 5. Effect of MA on levels of cytokines in immunosuppressed BALB/c mice. Mice
were treated with cyclophosphamide 100 mg/kg i.p. (CY) to induce immunosup-
presion. One day later, groups of mice received levamisole (LY) as positive control of
immunostimulation or maturin acetate (MA) at the indicated doses. The untreated
group refers to mice which not were treated with cyclophosphamide. After 14 days
of treatment, serum from mice was obtained. The serum levels of IL-2, IL-6, IL-15,
IL-23 and IFN-y were measured. Data are representative of three independent
experiments in quintuplicate. Results represent the mean + standard deviation (SD).
“P < 0.05, compared to CY treated mice.

(P < 0.05) than immunosuppressed mice (CY) (Fig. 5). Neverthe-
less, MA lacked effect on the production of IL-6 and IL-23 (Fig. 5).

4. Discussion

Immunomodulatory agents from natural products have been
reported to increase the immune responsiveness of the body
against pathogens by activating immune cells (Patwardhan et al.,
1990). Thus the development of drugs for immunomodulation
activity from natural compounds has become an attractive project.
P. peltatum is used empirically as an immunomodulatory agent
(Alarcon-Aguilar et al., 2010) and for the empirical treatment of
cancer (Argueta et al., 1994). Phytochemical studies have shown
that maturin acetate (MA) is the main constituent of P. peltatum
(Alarcon-Aguilar et al., 2010). However, there are not studies
regarding the immunomodulatory and cytotoxic effects of MA.

First, we evaluated the cytotoxic effects of MA on human cancer
cell lines. The results indicated that MA lacks (ICso > 200 uM)
cytotoxic effects on human cancer cells. In addition, higher concen-
trations than 200 pM might not be pharmacologically relevant for
further in vivo studies. Thus, there was no correlation between the
empirical use of Psaclium peltatum for cancer treatment and the
pharmacological tests with MA.

Then, we evaluated the toxic effects of MA on murine spleno-
cytes and macrophages, and human PBMC. The results showed that
MA lacked toxic effects on murine splenocytes and macrophages,
and human PBMC. In addition, the results indicated that MA in-
duced the viability of murine macrophages and splenocytes with
similar potency than the positive control LPS. This suggests that
MA might exert mitogenic effects on macrophages and spleno-
cytes. Moreover, MA in the presence of LPS increased the viability
of murine macrophages and splenocytes with higher potency than
LPS. This might suggest that MA increases the viability effects with
LPS on immune cells.

Furthermore, it is well known that the activation of macro-
phages subsequently triggers an increase in the activity of lyso-
somal enzyme. In the absence of LPS, MA stimulated the
lysosomal enzyme activity and the NK cell activity with similar po-
tency than LPS. MA in the presence of LPS increased the lysosomal
enzyme activity with higher potency than LPS. The lysosomal en-
zyme activity corresponds to the transformation of p-NPP to the
colored compound by the acid phosphatase in the stimulated mac-
rophages, which correlates to degranulation in phagocytes (Suzuki
et al., 1988). Thus, our findings indicate that MA might participate
in the activation of innate immune cells such as NK cells and
macrophages.

Activated macrophages play an important role in the immune
system due to their ability of phagocytosis, synthesis and release
of NO, which is considered a cytotoxic agent toward certain infec-
tions (Mavier and Edgington, 1984). The NO produced by macro-
phages inhibits mitochondrial respiration and DNA replication
which affects essential enzymes in target cells (Hibbs et al.,
1987). Neutral red is a weak cationic dye and penetrates cell mem-
branes by nonionic diffusion, subsequently binding intracellular to
sites of the lysosome. The uptake of this dye indicates an indirect
pinocytic ability of macrophages (Cheng et al., 2008). The results
indicated that MA induced the neutral red uptake with similar po-
tency than the positive control LPS. This suggests that MA might
exert pinocytic effects on macrophages. The results also indicated
that MA in the presence of LPS induced the neutral red uptake with
higher potency than LPS.

When an infection occurs, many macrophages and mast cells
immediately release soluble mediators, such as proinflammatory
cytokines like TNF and interleukins (Manu and Kuttan, 2009).
The interleukins are the link in the communication between cells
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of the immune system, facilitating innate immune reactions. It is
known that cyclophosphamide administrated at high doses in-
duces high immunosuppressive effects (Singh et al., 1993). Finally,
we used an immunosuppressed murine model to evaluate the
immunostimulatory effects of MA in vivo. We analyzed whether
MA might induce the release of immunity-related cytokines IL-2,
IL-6, IL-15, IL-23 and IFN-y in vivo. The MA doses used to evaluate
immunostimulatory effects were selected based on preliminary
studies carried out in our laboratory. The results indicated the
MA restored the cytokine levels of IL-2, IL-15 and IFN-y, compared
to mice treated with cyclophosphamide, with similar levels than
mice not treated with cyclophosphamide (normal mice). This indi-
cates MA might be a good adjuvant in the restoration of immune
system activities in diseases which cause immunosuppression.

It has been described that IL-2 and IL-6 induce, each, the stim-
ulation of cytotoxic T cells and enhances cytolytic activity on NK
cells (Mosmann and Coffman, 1989; Asano et al., 1997). IL-15 plays
an essential role in supporting the survival of CD44high CD8+
memory T cells for long-lasting, high-avidity T cell response to
infections (Ma et al., 2006). IL-23 is secreted by activated macro-
phages and dendritic cells and induces clonal expansion of mem-
ory CD4+ T cells. IL-23 can drive the development and induction
of IFN-y producing CD4+ T cells (Khader et al., 2005). IFN-y is
mainly produced by NK cells. IFN-y exerts antitumor and antiviral
effects, increases antigen presentation and lysosomal activity of
macrophages and promotes NK cell activity (Schroeder et al.,
2004).

In summary, the results indicate that MA lacks cytotoxic activ-
ity against human cancer cells. Moreover, MA stimulates the viabil-
ity of murine macrophages and splenocytes, and induces lysosomal
enzyme activity, pinocytosis and NK cell activity. Also, MA in-
creases the production of IL-2 and IL-15 and IFN-y in immunosup-
pressed mice. Nevertheless, it is needed to perform more studies to
elucidate the molecular mechanisms by which MA exerts its
immunostimulatory effects.
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The title compound [systematic name: (9-methoxy-3,5-
dimethyl-5,6-dihydronaphtho[2,3-b]furan-4-yl)methyl 2-meth-
ylbut-2-enoate], C,;H,404, was isolated from matarique, or
Psacalium peltatum (Kunth). The structure is almost planar.
The angeloyloxy group makes an angle of 62.08 (2)° with the
furanoeremophilane skeleton. The carbonyl O atom is
disordered between two positions with a 76:24 ratio. The
molecules in the crystal are joined by very weak C—H—O
interactions in the ac plane.

Related literature

For fundamental background information, see: Romo de
Vivar et al. (2007). For biological activity, see: Acevedo-Quiroz
et al. (2008); Alarcén-Aguilar et al. (2000); Bye et al. (1995);
Contreras-Weber et al. (2002); Jimenez-Estrada et al. (2006).
For compound isolation, see: Abdo et al. (1992); Bohlmann et
al. (1977). For bond-length data, see: Allen et al. (1987).
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Experimental

Crystal data

CoH,40, V=18111(7) A’
M, = 340.40 Z=4
Orthorhombic, P2,2,2, Mo Ko radiation
a=71627 17) A w =009 mm™'

b =10276 (2) A T =298 K

c =24.605 (6) A 0.40 x 0.40 x 0.40 mm

Data collection

Bruker SMART APEX CCD area-
detector diffractometer
20061 measured reflections

1945 independent reflections
1701 reflections with I > 20([)
Rine = 0.037

Refinement

R[F? > 20(F?)] = 0.035
wR(F?) = 0.095
§=112

1945 reflections

241 parameters

21 restraints

H-atom parameters constrained
Apmax = 0.15¢ A3

Apmin = =015 e A™?

Table 1

Hydrogen-bond geometry (A, °).

D-H---A D—H H--A D---A D-H---A
CI5—HI54. .02 0.97 2.62 3.536 (3) 157
C6—H6B- - -04" 0.97 2.61 342 (2) 142

Symmetry codes: (i) x +1,y,z; (i) x =3, —y +3, —z + 2.

Data collection: SMART (Bruker, 1999); cell refinement: SAINT
(Bruker, 1999); data reduction: SAINT; program(s) used to solve
structure: SHELXS97 (Sheldrick, 2008); program(s) used to refine
structure: SHELXLY97 (Sheldrick, 2008); molecular graphics:
SHELXTL (Sheldrick, 2008); software used to prepare material for
publication: SHELXTL.
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14-Angeloyloxycacalohastine from Psacalium peltatum

Nadia Rojano-Vilchis, Simén Hernandez-Ortega, Manuel Jimenez-Estrada and Armando Torres

Avilez

Comment

The sesquiterpenes knows as eremophilanes contain in its basis skeleton a decalin system and most of them are found as
furanoeremophilanes (Romo de Vivar et al., 2007). Psacalium peltatum (Kunth) Cass., is an endemic medicinal plant, a
member of matarique complex, widely distributed in the central part of Mexico. The roots of P. peltatum have been
shown biological activities (Alarcon-Aguilar et al., 2000; Bye et al., 1995; Contreras-Weber et al., 2002). Sesquiterpenes
as cacalol and cacalone, isolated from P. decompositum, have been shown a clear inhibition of edema with a dose
dependent in anti-inflammatory effect using in vivo models (Jimenez-Estrada ef al., 2006). Even more, cacalone in a
natural mixture with epi-cacalone reported the highest anti-inflammatory effect using in vivo 12-O-tetradecano-
ylphorbol-13-acetate (TPA) model (Acevedo-Quiroz, ef al., 2008). Although the title compound has been isolated from
several species of Senecio inaequidens, S. othonnae (Bohlmann et al., 1977) and S. canescens (Abdo et al., 1992), no
report on the crystal structure determination of this compound has appeared. Therefore, due to this lack of data, the x-ray
crystal structure determination of 14-angeloyloxycacalohastine was made.

14-Angeloyloxycacalohastine (I) has a furanoeremophilane skeleton (Fig. 1). Bond lengths and angles in (I) exhibit
normal values (Allen et al., 1987). The structure is almost planar with C6 and C7 atoms out of the plane, forming a
dihedral angle of 26.9 (1)° between central benzene ring and C4—C5—C6—C7 atoms. The angeloyloxy frame is almost
perpendicular making a dihedral angle of 62.08 (2) to the furanoeremophilane skeleton. In absence of donor H atoms is
noteworthy the fact that in the crystal structure, the molecules are linked by weak C—H---O intermolecular interaction
(Table 1).

Experimental

Roots of Psacalium peltatum (Kunth) Cass., were collected from pine-oak forest of Mineral del Chico, Hidalgo, Mexico].
A voucher specimen was deposited at the National Herbarium (MEXU 1138692) of the Instituto of Biologia, UNAM,
Mexico. Air-dried and powdered roots of P. peltatum were sequentially extracted with n-hexane by exhaustive maceration
(3 x 21), at room temperature. Hexane extract of roots from P. peltatum, was separated in a chromatoghraphic column by
elution with hexane - ethyl acetate in gradient mixture. 14-Angeloyloxycacalohastine was isolated from the fraction

eluted by hexane.

Refinement

The positional parameters of H atoms were calculated geometrically (C—H = 0.93-0.98 A). All H atoms were refined as
riding with Ujs(H) = 1.5Uy(C) for methyl H-atoms and Ui (H) = 1.2Uy(C) for other H-atoms. The carbonyl oxygen is
disordered and has been refined in two positions. The ratio of SOF is 76/24 for O4/O4A respectively. In absence of heavy

atoms the absolute configuration was not determined and the Friedel pairs were merged.

Acta Cryst. (2012). E68, 0672-0673 sup-1
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Computing details

Data collection: SMART (Bruker, 1999); cell refinement: SAINT (Bruker, 1999); data reduction: SAINT (Bruker, 1999);
program(s) used to solve structure: SHELXS97 (Sheldrick, 2008); program(s) used to refine structure: SHELXL97
(Sheldrick, 2008); molecular graphics: SHELXTL (Sheldrick, 2008); software used to prepare material for publication:
SHELXTL (Sheldrick, 2008).
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Figure 1
The structure of I with the numbering scheme. The thermal ellipsoids are drawn at 40% probability level. The disordered

O4A atom was omitted for clarity.
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(9-methoxy-3,5-dimethyl-5,6-dihydronaphtho[2,3-b]furan-4-yl)methyl 2-methylbut-2-enoate

Crystal data

C11H2404

M, =340.40
Orthorhornbic, P212121
Hall symbol: P 2ac 2ab
a=7.1627(17) A
b=10.276 (2) A
c=24.605 (6) A
V=1811.1(7) A’
Z=4

Data collection

Bruker SMART APEX CCD area-detector
diffractometer

Radiation source: fine-focus sealed tube

Graphite monochromator

Detector resolution: 0.83 pixels mm'!

w scans

20061 measured reflections

Refinement

Refinement on F?

Least-squares matrix: full

R[F?>20(F*)] =0.035

wR(F?) = 0.095

S=1.12

1945 reflections

241 parameters

21 restraints

Primary atom site location: structure-invariant
direct methods

Special details

F(000) =728

D,=1248 Mgm™

Mo Ko radiation, 2 = 0.71073 A

Cell parameters from 9953 reflections

0=2.6-25.1°
4 =0.09 mm™!
T=298 K

Prism, colourless
0.40 x 0.40 x 0.40 mm

1945 independent reflections
1701 reflections with 1> 20([)

Ry =0.037

emax = 25.40, emin = 2.20
h=-8-8
k=-12—12
[=-29-29

Secondary atom site location: difference Fourier
map

Hydrogen site location: inferred from
neighbouring sites

H-atom parameters constrained

w = 1/[6*(F,?) + (0.0598P)?]
where P = (F,2 + 2F2)/3

(A/G)max = 0.001

AP =0.15¢ A3

Apmin =-0.15¢ A73

Geometry. All s.u.'s (except the s.u. in the dihedral angle between two l.s. planes) are estimated using the full covariance
matrix. The cell s.u.'s are taken into account individually in the estimation of s.u.'s in distances, angles and torsion angles;
correlations between s.u.'s in cell parameters are only used when they are defined by crystal symmetry. An approximate
(isotropic) treatment of cell s.u.'s is used for estimating s.u.'s involving l.s. planes.

Refinement. Refinement of F? against ALL reflections. The weighted R-factor wR and goodness of fit S are based on F?,
conventional R-factors R are based on F, with F set to zero for negative F2. The threshold expression of F? > o(F?) is used
only for calculating R-factors(gt) efc. and is not relevant to the choice of reflections for refinement. R-factors based on F>
are statistically about twice as large as those based on F, and R- factors based on ALL data will be even larger.

Fractional atomic coordinates and isotropic or equivalent isotropic displacement parameters (42)

X y z Uiso*/Uqq Occ. (<1)
o1 0.2416 (2) 0.31693 (16) 0.75432 (6) 0.0714 (5)
02 —0.0374 (2) 0.52184 (18) 0.78161 (7) 0.0781 (5)
03 0.6537 (2) 0.35107 (13) 0.92670 (5) 0.0575 (4)
C2 0.4000 (4) 0.2430 (2) 0.75866 (9) 0.0744 (7)
H2 0.4239 0.1717 0.7364 0.089*
C3 0.5167 (3) 0.2821 (2) 0.79734 (9) 0.0609 (6)
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C4 0.4777 (3) 0.48417 (18) 0.86340 (7) 0.0474 (5)
C5 0.3937 (4) 0.6883 (2) 0.91708 (8) 0.0600 (6)
H5 0.4798 0.6518 0.9440 0.072*
C6 0.2181 (4) 0.7334 (2) 0.94676 (10) 0.0741 (7)
H6A 0.1798 0.6668 0.9723 0.089*
H6B 0.2463 0.8117 0.9672 0.089*
Cc7 0.0626 (4) 0.7604 (2) 0.90877 (11) 0.0724 (7)
H7 —0.0248 0.8239 0.9176 0.087*
C8 0.0457 (3) 0.6957 (2) 0.86251 (10) 0.0618 (6)
H8 —0.0526 0.7154 0.8392 0.074*
Cc9 0.1341 (3) 0.5079 (2) 0.80519 (8) 0.0529 (5)
C10 0.2624 (3) 0.4122 (2) 0.79325 (7) 0.0521 (5)
Cl1 0.4302 (3) 0.39708 (18) 0.82102 (7) 0.0487 (5)
C12 0.3504 (3) 0.58296 (18) 0.87563 (7) 0.0464 (5)
C13 0.1786 (3) 0.59388 (19) 0.84724 (7) 0.0500 (5)
Cl4 0.6933 (4) 0.2148 (3) 0.81219 (10) 0.0830 (8)
H14A 0.7065 0.1375 0.7907 0.124*
H14B 0.6903 0.1919 0.8500 0.124*
H14C 0.7971 0.2717 0.8055 0.124*
C15 0.6592 (3) 0.4671 (2) 0.89264 (8) 0.0561 (5)
H15A 0.7597 0.4593 0.8664 0.067*
H15B 0.6836 0.5429 0.9150 0.067*
Cl6 0.4913 (4) 0.8027 (2) 0.88907 (12) 0.0783 (8)
HI16A 0.4144 0.8343 0.8600 0.117*
H16B 0.6091 0.7743 0.8747 0.117*
H16C 0.5116 0.8712 0.9150 0.117*
C17 0.6327 (3) 0.3665 (2) 0.97976 (9) 0.0557 (5)
04 0.5953 (19) 0.4714 (3) 0.99988 (18) 0.074 (2) 0.76 (3)
O4A 0.697 (5) 0.4664 (12) 0.9991 (6) 0.071 (4) 0.24 (3)
C18 0.6328 (3) 0.2407 (2) 1.00916 (8) 0.0562 (5)
C19 0.6373 (3) 0.2364 (2) 1.06292 (10) 0.0677 (6)
H19 0.6366 0.1532 1.0778 0.081*
C20 0.6433 (5) 0.3438 (3) 1.10315 (9) 0.0836 (8)
H20A 0.5185 0.3719 1.1111 0.125*
H20B 0.7133 0.4153 1.0885 0.125%
H20C 0.7021 0.3138 1.1359 0.125*
C21 0.6300 (4) 0.1180 (2) 0.97545 (11) 0.0767 (7)
H21A 0.6139 0.0440 0.9988 0.115%
H21B 0.7457 0.1099 0.9561 0.115%*
H21C 0.5285 0.1219 0.9500 0.115*
C22 —0.0716 (4) 0.4709 (3) 0.72916 (10) 0.0860 (8)
H22A —0.0871 0.3783 0.7314 0.129*
H22B 0.0322 0.4906 0.7059 0.129%*
H22C —0.1830 0.5093 0.7146 0.129*
Atomic displacement parameters (42)
Ull U33 U12 U13 []23
0Ol 0.0921 (12) 0.0633 (10) 0.0588 (9) 0.0009 (10) —0.0122 (9) —0.0173 (8)
02 0.0667 (10) 0.0908 (12) 0.0767 (11) 0.0047 (10) —0.0186 (9) —0.0119 (10)
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03 0.0778 (9) 0.0467 (7) 0.0479 (7) 0.0093 (8) —0.0067 (8) 0.0009 (6)
C2 0.111 (2) 0.0586 (14) 0.0541 (13) 0.0083 (16) 0.0060 (14) —0.0168 (11)
C3 0.0824 (15) 0.0526 (12) 0.0477 (11) 0.0086 (12) 0.0124 (11) —0.0027 (10)
C4 0.0607 (12) 0.0424 (10) 0.0390 (10) —0.0013 (10) 0.0045 (9) 0.0044 (8)
Cs5 0.0849 (16) 0.0449 (11) 0.0501 (11) 0.0098 (12) —0.0100 (11) —0.0052 (9)
Cé6 0.115(2) 0.0514 (13) 0.0554 (12) 0.0123 (14) 0.0105 (13) —=0.0075 (11)
C7 0.0786 (16) 0.0509 (13) 0.0878 (18) 0.0144 (14) 0.0141 (14) —-0.0071 (13)
C8 0.0660 (14) 0.0470 (11) 0.0724 (14) 0.0065 (12) 0.0023 (12) 0.0059 (11)
C9 0.0608 (12) 0.0493 (11) 0.0486 (10) —0.0041 (11) —0.0022 (10) 0.0068 (9)
C10 0.0702 (13) 0.0453 (11) 0.0407 (9) —0.0046 (11) 0.0000 (10) —0.0025 (9)
Cl11 0.0669 (12) 0.0402 (10) 0.0389 (9) 0.0001 (10) 0.0074 (9) 0.0027 (8)
C12 0.0636 (12) 0.0372 (9) 0.0385 (9) —0.0001 (10) 0.0013 (9) 0.0035 (8)
Cl13 0.0648 (12) 0.0396 (10) 0.0455 (10) —0.0014 (10) 0.0036 (10) 0.0069 (8)
Cl4 0.101 (2) 0.0752 (17) 0.0732 (16) 0.0340 (16) 0.0106 (15) —-0.0099 (13)
Cl15 0.0649 (12) 0.0520 (12) 0.0514 (11) 0.0023 (12) 0.0032 (10) 0.0045 (10)
Cl6 0.0901 (18) 0.0530 (13) 0.0918 (18) —0.0111 (14) —0.0088 (15) —0.0155 (13)
C17 0.0678 (13) 0.0483 (12) 0.0509 (11) 0.0002 (11) —0.0043 (11) —0.0024 (9)
04 0.123 (6) 0.0456 (13) 0.0548 (15) 0.0098 (19) 0.006 (2) —0.0040 (11)
O4A 0.105 (11) 0.050 (4) 0.059 (5) 0.003 (6) —0.020 (6) —0.009 (4)
C18 0.0589 (13) 0.0493 (11) 0.0603 (13) 0.0018 (11) —0.0077 (10) 0.0068 (10)
C19 0.0669 (14) 0.0678 (14) 0.0685 (14) 0.0039 (13) —0.0034 (12) 0.0160 (12)
C20 0.099 (2) 0.0994 (19) 0.0529 (13) 0.0107 (19) —-0.0019 (14) 0.0008 (13)
C21 0.0969 (19) 0.0458 (13) 0.0873 (16) 0.0053 (13) —0.0173 (16) 0.0029 (12)
C22 0.0881 (18) 0.105 (2) 0.0646 (14) —0.0133 (19) —0.0220 (14) 0.0098 (14)
Geometric parameters (A, ©)

01—C2 1.370 (3) C10—Cl11 1.392 (3)
01—C10 1.378 (2) C12—C13 1.420 (3)
02—C9 1.366 (3) Cl4—HI14A 0.9600

02—C22 1.414 (3) Cl14—H14B 0.9600

03—C17 1.324 (2) Cl14—H14C 0.9600

03—Cl15 1.458 (2) C15—HI15A 0.9700

C2—C3 1.329 (3) C15—HI15B 0.9700

C2—H2 0.9300 Cl6—HI16A 0.9600

C3—Cl11 1.456 (3) Cl6—H16B 0.9600

C3—Cl4 1.487 (4) Cl6—H16C 0.9600

C4—C12 1.397 (3) C17—04 1.216 (3)
C4—Cl11 1.415 (3) C17—04A 1.221 (8)
C4—Cl15 1.497 (3) C17—C18 1.481 (3)
C5—C12 1.519 (3) C18—C19 1.324 (3)
C5—Ceo 1.527 (4) C18—C21 1.510 (3)
C5—Cl16 1.532 (4) C19—C20 1.483 (4)
C5—H5 0.9800 C19—H19 0.9300

c6—C7 1.480 (4) C20—H20A 0.9600

C6—H6A 0.9700 C20—H20B 0.9600

C6—H6B 0.9700 C20—H20C 0.9600

C7—C8 1.324 (3) C21—H21A 0.9600

C7—H7 0.9300 C21—H21B 0.9600

C8—C13 1.463 (3) C21—H21C 0.9600
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C8—HS8
C9—C10
C9—C13

C2—01—C10
C9—02—C22
C17—03—CI15
C3—C2—O0l
C3—C2—H2
01—C2—H2
C2—C3—C11
C2—C3—Cl14
Cl11—C3—Cl14
Cl12—C4—C11
Cl12—C4—C15
Cl11—C4—C15
C12—C5—C6
C12—C5—Cl16
C6o—C5—C16
Cl12—C5—H5
C6—C5—HS5
Cl6—C5—HS
C7—C6—C5
C7—C6—H6A
C5—C6—H6A
C7—C6—Ho6B
C5—C6—Ho6B
H6A—C6—H6B
C8—C7—C6
C8—C7—H7
Co—C7—H7
C7—C8—C13
C7—C8—HS
C13—C8—HS8
02—C9—C10
02—C9—C13
C10—C9—C13
01—C10—C9
01—C10—C11
C9—C10—C11
C10—C11—C4
C10—C11—C3
C4—C11-C3
C4—C12—C13
C4—C12—C5
C13—C12—C5
C9—C13—C12
C9—C13—C8
C12—C13—C8

0.9300
1.377 3)
1.397 (3)

104.50 (17)
120.3 (2)
118.19 (16)
114.2 (2)
122.9
122.9

105.3 (2)
124.8 (2)
129.9 (2)
117.49 (19)
123.27 (18)
119.24 (19)
111.7 2)
109.76 (18)
111.0 (2)
108.1

108.1

108.1
112.01 (19)
109.2
109.2
109.2
109.2
107.9
121.2 (2)
119.4
119.4

121.4 (2)
119.3

119.3

125.7 (2)
116.9 (2)
117.22 (19)
125.70 (19)
110.82 (18)
123.45 (19)
119.90 (19)
105.17 (19)
134.9 (2)
121.13 (17)
121.96 (19)
116.80 (18)
120.79 (19)
119.6 (2)
119.60 (18)

C22—H22A
C22—H22B
C22—H22C

C3—C14—H14B
H14A—C14—H14B
C3—C14—H14C
HI14A—C14—H14C
H14B—C14—H14C
03—CI15—C4
03—C15—HI5A
C4—CI15—HI5A
03—C15—HI15B
C4—C15—HI15B
HISA—CI15—HI15B
C5—Cl16—HI16A
C5—Cl16—HI16B
H16A—C16—H16B
C5—Cl16—H16C
H16A—C16—H16C
H16B—C16—H16C
04—C17—03
04A—C17—03
04—C17—C18
04A—C17—C18
03—C17—C18
C19—C18—Cl17
C19—C18—C21
C17—C18—C21
C18—C19—C20
C18—C19—H19
C20—C19—H19
C19—C20—H20A
C19—C20—H20B
H20A—C20—H20B
C19—C20—H20C
H20A—C20—H20C
H20B—C20—H20C
C18—C21—H21A
C18—C21—H21B
H21A—C21—H21B
C18—C21—H21C
H21A—C21—H21C
H21B—C21—H21C
02—C22—H22A
02—C22—H22B
H22A—C22—H22B
02—C22—H22C
H22A—C22—H22C

0.9600
0.9600
0.9600

109.5
109.5
109.5
109.5
109.5
110.43 (18)
109.6
109.6
109.6
109.6
108.1
109.5
109.5
109.5
109.5
109.5
109.5
122.2 (3)
116.2 (10)
125.1 3)
122.9 (6)
112.17 (19)
121.1 2)
121.5 (2)
117.43 (18)
130.0 (2)
115.0
115.0
109.5
109.5
109.5
109.5
109.5
109.5
109.5
109.5
109.5
109.5
109.5
109.5
109.5
109.5
109.5
109.5
109.5
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C3—Cl14—HI14A 109.5 H22B—C22—H22C 109.5
Hydrogen-bond geometry (4, °)

D—H-4 D—H H--A D4 D—H-4
C15—H154--02! 0.97 2.62 3.536 (3) 157
C6—H6B---04i 0.97 2.61 3.42 142

Symmetry codes: (i) x+1, y, z; (i1) x—1/2, —=y+3/2, —z+2.
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Crystal Structure of Maturin acetate from Psacalium peltatum (Kunth)

(matarique)

Nadia ROJANO-VILCHIS, Simén HERNANDEZ-ORTEGA,” Manuel JIMENEZ-ESTRADA, and

Armando TORRES-AVILEZ

Instituto de Quimica, Universidad Nacional Autonoma de México circuito exterior, ciudad universitaria,

México 04510, México, D.F, México

Maturin acetate is a furanoeremophilane natural product compound (C;sHsOs) (4-formyl-9-meth-oxy-5-methyl-

naphtho[2,3-b]furan-3-yl)methyl acetate (I), was isolated from Psacalium peltatum (Kunth), named matarique.

The

crystal has a monoclinic system, space group P2,/c, Z = 4; the unit cell dimensions are: a = 19.205(3)1&, b= 10.356(2);\, c
= 7.695(1)A, B = 97.236(3)°. The structure is essentially planar; the molecules in the crystal are joined by a weak

interaction C-H-O and 7~ stacking.

(Received May 26, 2012; Accepted June 30, 2012; Published on web October 10, 2012)

Psacalium peltatum (Kunth) Cass. is an endemic medicinal
plant member of the matarique complex, widely distributed in
the central part of Mexico. The roots of P. peltatum have been
employed as alcoholic maceration to treat conditions that induce
inflammation from such as wounds, skin ulcers and
rheumatism.! Our research has shown that furanoeremophilane-
type sesquiterpene, maturin acetate (I) is the main constituent of
this resin. Although maturin acetate has been isolated as the
most abundant natural product in of Mexican species, such as P.
beamanii,> Roldana angulifolia,® and Trichilia cuneata,* no
report on the crystal structure determination of this compound
has appeared. Therefore, due to this lack of data and x-ray
studies, the crystal structure determination of maturin acetate
was undertaken.

Roots of Psacalium peltatum (Kunth) Cass., were collected
from a pine-oak forest of Mineral del Chico, Hidalgo, Mexico,
[20°09’55” N and 98°45'08” W]. A voucher specimen was
deposited at the National Herbarium (MEXU 1138692) of the
Institute of Biology, UNAM, Mexico. Air-dried and powdered
roots (4.381 kg) of P. peltatum were sequentially extracted with
hexane by exhaustive maceration (3 times X 2 L), at room
temperature. Hexane extract of roots from P. peltatum, was
separated in a column chromatographic process and elueted

HyC (o)

[o]

HaC

Fig. 1 Scheme diagram.

¥ To whom correspondence should be addressed.
E-mail: shernandezortega@ gmail.com

with hexane-ethyl acetate in a mixture gradient, from fraction
(98:2) elueted of hexane-ethyl acetate was isolated Maturin
acetate and their spectroscopic features were compare with the

described data.>®

A yellow crystal prism was mounted on a glass fibber. The
X-ray intensity data were measured at 298 K on a Bruker Smart

Table 1

Crystal and experimental data

Chemical formula
Formula weight
Temperature
Crystal system
Space group

Cell dimensions

Volume

V4

DX

Radiation

UMo Ko)

FOO00)

Crystal size

No. of reflections collected
No. of Independent reflections
Orange for data collection
Data/restraints/parameters
Goodness-of-fit on F?
Final R indices [/ > 20(])]
R indices (all data)

(A O)max

(AP)max

(Ap)min

Measurement

Program System
Structure Determination
Refinement

CCDC deposition number

C]8H1605

312.31

298(2)K

Monoclinic

PZ]/C

a=19.2053)A

b=10.356(2)A

c=7.695(DA

B=97.236(3)°

1518.3(4)A?

4

1.366 Mg/m?

0.71073 A

0.100 mm™!

656

0.31 x0.12 X 0.05 mm

12272

2800

2.14 10 25.39°

2800/0/211

0.821

R1=0.0466, wR2 = 0.0891

R1=0.1129, wR2 = 0.1008

0.036

0.192

0219 e.A

Bruker Smart APEX AXS CCD
area detector/

Smart

SHELXS-97

SHELXL-97

882591
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Fig. 2 Maturin acetate structure showing the atomic numbering
scheme. The thermal ellipsoids are drawing at 40% of probability.

Apex diffractometter with a CCD area detector system equipped
with Mo K, radiation (4 = 0.71073 A). The Maturin acetate
(CisH160s) crystallized in a monoclinic system. A total of 1800
frames were collected with a scan width of 0.3° in @ and an
exposure time of 10 s/frame. The frames were integrated with
the Bruker Saint software package,” using a monoclinic unit
cell. A total of 12272 reflections were collected in a range of
2.14 > 6> 25.39°, of which 2800 (R, = 0.074) reflections with 1
> 20(l) were independent. The structure was solved by direct
methods using the SHELXS-97 program.! A least-squares
refinement was based on the full matrix was carried out using
the SHEXL-97 program.® The non-hydrogen atoms were
refined with anisotropic thermal parameters. Hydrogen atoms
were input at calculated positions, and allowed to ride on the
atoms to which they became attached. The isotropic thermal
parameters were refined for H-atoms using a U = 1.2 times the
atom to which they are attached. The goodness-of-fit on F? was
0.821. The final indices were R, = 0.0466, wR, = 0.089 [/ >
20(l)]. Crystallographic data (excluding structure factors) for
maturin  acetate were deposited with the Cambridge
Crystallographic Data Center as supplementary publication No.
CCDC 882591.

Figure 2 shows an ORTEP drawing of Maturin acetate with
thermal ellipsoids drawn at 40% probability. Details of the
crystal and refinement are given in Table 1. The final atomic

X-ray Structure Analysis Online 2012, VOL. 28

coordinates and equivalent thermal parameters for all non-
hydrogen atoms are given in Table S1. The bond distances and
bond angles for all non-hydrogen atoms are given in Table S2.
Hydrogen coordinates are given in Table S3.

Maturin acetate has a furanoeremophilane skeleton (Fig. 1)
and the structure is essentially planar [O1-C9 atoms 0.0126(21)
Al; the acetate group rotates around the C10-O2 bond by
15.4(1)° and the formyl group forms a dihedral angle of 9.4(2)°
with a planar structure. The bond lengths and angles in the
maturin acetate exhibit normal values.” The compound in the
crystal is stabilized by weak inter-molecular interaction C-H-O
(C=0-H-C) and type 7-7.
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