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1. INTRODUCCION

La medicina tradicional tiene un lugar muy importante en la salud de muchos mexicanos
siendo un componente esencial del patrimonio tangible e intangible de las culturas del
mundo, a pesar de esto, la posible actividad biolégica de muchas plantas medicinales
aun no se ha estudiado y la falta de conocimiento sobre el tema ha provocado el uso
indiscriminado o mal uso de estas con la falsa idea de que al ser un tratamiento alternativo
proveniente de una fuente natural no genera riesgos o reacciones adversas en el
organismo, por lo tanto el estudio de los productos naturales mexicanos cobra gran
importancia ya que de esta forma se puede, analizar y probar la eficacia de las plantas
medicinales, asi como sugerir un uso adecuado, como tratamiento alternativo o como

posibles fuentes para obtener o desarrollar nuevos farmacos (Cruz-Martinez et al., 2017).

El conocimiento histérico de la medicina tradicional es esencial para tener claridad y
sustento de lo que se investiga. En México, fueron elaborados durante el siglo XV y XVI
manuscritos sobre las poblaciones indigenas destacando la importancia de la medicina
herbolaria en la historia de México. Uno de los ejemplos mas importantes es el manuscrito
Cruz-Badiano (Libelus de medicinabilus indorum herbis) escrito por Martin de la Cruz, un
médico indigena mexicano, y traducido por Juan Badiano del nahuatl al latin, aunque
mantiene conceptos en nahuatl para referirse a las plantas como se conocian en la cultura
indigena. Contiene descripciones de las propiedades y aplicaciones de las plantas,
animales y minerales autoctonos, junto con ilustraciones a color de plantas medicinales,
que cubren muchas de las enfermedades del cuerpo humano comenzando por la cabeza
y terminando con los signos de la muerte (Cruz-Martinez et al., 2017; Valdivia-Correa et
al., 2016). Otro escrito muy importante en la historia de la medicina tradicional mexicana
es el codice Florentino, en nahuatl, o su version en espafnol conocida como Historia
General de las cosas de la Nueva Espana escrito por el franciscano espafol Bernardino
de Sahagun en el cual se recopilo informacion de nombres y usos de plantas medicinales
que eran utilizados por los indigenas aztecas para tratar diversos padecimientos, en este

escrito no solo se recopilo informacion sobre plantas medicinales, sino también sobre los



animales y minerales del Nuevo Mundo. A pesar de que se tiene mayor informacion sobre
la historia medicinal de la cultura azteca no son menos importante las practicas médicas
de la cultura maya que contribuyeron al avance de la medicina tradicional mexicana, entre
los escritos mas destacados de esta cultura se encuentra el documento llamado
“‘Relaciones de los Mayas” en el cual existe informacion de las fuentes vegetales y
animales que usaban los mayas para tratar sus padecimientos, contribuyendo asi al

desarrollo de la medicina (Cortez-Gallardo et al., 2004).

Al analizar los antecedentes histéricos de la medicina tradicional en México es claro que
el uso empirico de los productos naturales dio la base para la investigaciéon de la
etnofarmacologia termino que se refiere a “la exploracion cientifica interdisciplinaria de
agentes biolégicamente activos tradicionalmente empleados u observados por el hombre”
(Cortez-Gallardo et al., 2004) que comenz6 a desarrollarse en los afos noventas
combinada con la etnobotanica, asi crecidé el interés por explorar el uso de plantas
medicinales en las poblaciones modernas expandiendo su aplicacion por todo México sin
tener limitantes de zonas geograficas o clases sociales. En 1994 se cred el primer
herbario mexicano por Abigail Aguilar y colaboradores albergado en el Instituto Mexicano
del Seguro Social que ha sido utilizado como base de numerosas investigaciones, sin
embargo, es importante destacar que la investigacion y recoleccion de datos de plantas
medicinales ha cobrado gran interés no solo por los cientificos del area sino también por

las industrias farmacéuticas (Valdivia-Correa et al., 2016).

A pesar de que el género Hyptis comprende una gran variedad de especies, la especie
Hyptis urticoides no ha sido muy estudiada en comparacion con otras del mismo género
pero resulta ser una especie muy interesante ya que se han descubierto metabolitos
diversos en esta planta; una lactona insaturada de tipo 5,6-dihidro-a-pirona (hipurticina),
una flavona (salvigenina) y un triterpenoide (acido ursdlico) (De Vivar et al., 1991). En el
presente trabajo se describe la composicion quimica del aceite esencial de tres especies
de Hyptis asi como la extraccion y el aislamiento de dos flavonoides del extracto organico

de las partes aéreas de Hyptis urticoides.



2. ANTECEDENTES

El desarrollo de aproximadamente la mitad de nuevos medicamentos desde 1994 se han
originado de productos naturales. La produccion de nuevos farmacos es un proceso
complejo y costoso por lo que se han buscado alternativas para su elaboracion siendo la
sintesis quimica una alternativa muy usada pero debido al tiempo y dinero que esto
conlleva se ha demostrado que es poco efectiva (Katiyar et al., 2012). Sin embargo, el
uso de esta técnica en conjunto con los productos naturales hace mas exitoso el proceso
de desarrollo de un nuevo farmaco al contar con una fuente valiosa de moléculas con
probable actividad biolégica por parte de los productos naturales que puedan ser

modificadas por sintesis quimica (Orhan, 2014).

Existen muchos ejemplos de desarrollo de nuevos farmacos a partir de fuentes vegetales.
La morfina es un ejemplo del descubrimiento de moléculas quimicas con uso potencial
en la farmacéutica, se aislé del opio a partir de las vainas de semillas cortadas de la
planta de adormidera (Papaver somniferum) hace aproximadamente 200 afios esta y
otras moléculas como la atropina y galantamina se han originado a partir de fuentes
naturales que continuan siendo buenas moléculas modelo en el descubrimiento de

farmacos (Katiyar et al., 2012).

Para que un nuevo medicamento llegue al mercado debe pasar por muchas etapas, en
un inicio se incluye la identificacibn de nuevas moléculas que se pueden obtener
mediante sintesis quimica o aislarse como metabolitos secundarios a partir de diversas
fuentes naturales monitoreando la actividad biolégica identificar a la entidad quimica. El
fraccionamiento de una planta monitoreado por bioensayos adecuados puede dar como

resultado un compuesto bioactivo aislado como un nuevo farmaco (Katiyar et al., 2012).

La extraccion de los principios activos es un paso esencial en la evaluacion de su
bioactividad y caracterizacion quimica. Existen muchas técnicas de extraccion, entre las
que se incluyen, la percolacion, infusidon, maceracion, entre otras. Siendo esta ultima una
técnica ampliamente utilizada y adecuada para la extraccion de pequefas cantidades de

material vegetal en el laboratorio; con la maceracion se pueden extraer los metabolitos

3



secundarios del material vegetal, los cuales, no son esenciales para las funciones vitales
de las plantas pues son el resultado del metabolismo secundario produciéndose bajo
condiciones particulares, algunos de ellos, tienen la funcion de defender a las plantas del
ataque de herbivoros, bacterias, virus, hongos y otros enemigos potenciales. Al dirigirse
a diferentes receptores y enzimas de los depredadores por diferentes mecanismos de
accioén, los alcaloides, por ejemplo, pueden tener actividad agonista o antagonista de
neurotransmisores, mientras que los isoflavonoides son fitoestrogenos, debido a la
similitud estructural con las hormonas de estrégeno en los animales. Ademas de tener la
funcién de defensa en las plantas poseen otras actividades bioldgicas. Los flavonoides y
los acidos fendlicos de Chaerophyllum bulbosum (Apiaceae) exhiben efectos

inmunomoduladores, anticancerigenos y hepatoprotectores (Alfonso, 2003).

En México, debido a su biodiversidad se pueden encontrar una gran variedad de plantas
capaces de producir metabolitos secundarios con actividad bioldgica, tal es el caso de la
familia Lamiaceae una de las mas importantes y ampliamente distribuidas en el pais, que
ocupa el sexto lugar por su riqueza a nivel mundial (Martinez-Gordillo et al., 2017); dentro
de esta familia se encuentra el género Hyptis con un gran numero de especies que son
importantes en la medicina popular mexicana. Si bien este género tiene una considerable
variedad de usos tradicionales, cabe destacar que casi todas las especies de Hyptis
mexicanas se utilizan como remedios de uso multiple en el tratamiento de alteraciones
gastrointestinales e infecciones de la piel, asi como para tratar el reumatismo, calambres
y dolores musculares. Ademas, constituye una fuente de principios citotéxicos novedosos
que incluyen flavonoides, lignanos y C6-alquenil-5,6-dihidro-alfa-pironas (Pereda-
Miranda, 1995).

La investigacion cientifica ha evidenciado el potencial farmacolégico que tienen algunos
productos aislados de Hyptis como son actividad antimicrobiana, citotdxica,

antiinflamatoria, insecticida, por citar algunas (Falcao y Menezes, 2003).



2.1. Generalidades de la familia Lamiaceae

La familia Lamiaceae es una de las mas grandes e importantes en el mundo, en México
se han encontrado 33 géneros con 598 especies nativas de las cuales 396 son
endémicas y agrupados en 20 géneros, los mas representativos por su gran riqueza de
especies endémicas son Salvia, Scutellaria, Stachys, Hedeoma e Hyptis (Martinez-
Gordillo et al., 2017). En cuanto a la distribucion geografica el estado de Oaxaca posee
la mayor cantidad de géneros (25) y especies (125) nativas, seguido de los estados de

Puebla, Chiapas y Veracruz, con mas de 20 géneros cada uno (Cuadro 1).

La morfologia de la familia Lamiaceae es muy diversa, entre los principales miembros de
esta familia se tienen arboles, arbustos y plantas herbaceas. Sus raices son
escasamente tupidas, tallos casi siempre rectangulares, erectos, grandes y delgados.
Indumentum presente en la mayoria de las especies con tricomas por lo general
parecidos a vellosidades y raramente escamosos. Hojas opuestas decusadas en su
mayoria, aunque a veces pueden ser verticuladas. Inflorescencia bracteada compuesta
de cimas (Figura2) (Harley et al. 2004).

Ademas las especies de esta familia se caracterizan por producir grandes cantidades de
aceites esenciales en sus tejidos vegetales (Roldan et al., 2010). A pesar de los multiples
usos que pueden tener los componentes bioactivos de estas plantas la OMS reporta que
entre el 70% y 80 % de la poblacion mundial los utiliza con fines terapéutico-medicinales
pues se ha descubierto que estos pueden ser antimicrobianos, antifungicos,
antioxidantes, etc. Los metabolitos secundarios que se encuentran en estas plantas son
los alcaloides, los flavonoides, los taninos y otros compuestos fendlicos (Rama-Rao et
al., 2015).



Cuadro 1. Riqueza, endemismo y restriccion de la familia Lamiaceae en México.

Estados (km?) Géneros Especies Géneros / Log Especies / Log  Endémicas Microendémicas  Exclusivas
AGS (5,616) 13 46 1.51 533 18 0 0
BC (71,450) 15 53 1.34 4.74 13 9 40
BCS (73,909) 9 24 0.8 2.14 15 8 8
CAM (57,508) n 24 1 2.19 0 0 1
CHIH (247,413) 17 81 1.37 6.52 31 2 3
CHIS (73,311) 21 133 1.87 11.87 31 8 32
CDMX (1,495) 12 38 1.64 5.2 22 0 0
COAH (151,595) 15 87 1.26 7.29 41 15 19
COL (5,627) 10 47 1.16 5.44 19 1 1
DGO (123,364) 18 102 1.54 8.62 63 9 9
GRO (63,596) 13 127 1.18 11.48 85 22 23
GTO (30,607) 16 71 1.55 6.87 41 3 3
HGO (20,821) 15 95 1.51 9.55 54 7
JAL (78,596) 19 151 1.69 13.4 103 26 26
MEX (22,352) 15 98 1.5 9.79 62 3 5
MICH (58,599) 17 19 1.55 10.84 75 6 6
MOR (4,879) 10 52 1.18 6.12 31 0 0
NAY (27,857) 14 74 1.37 7.23 42 2 2
NL (64,156) 18 103 1.63 9.31 56 13 14
OAX (93,757) 25 161 2.18 14.06 89 17 15
PUE (34,309) 23 139 2.2 13.31 77 7 7
QRO (11,691) 15 78 1.6 8.33 42 1 1
QROO (44,706) 13 24 1.21 2.24 0 0 1
SIN (57,365) 13 61 1.19 5.57 37 3 -
SLP (61,138) 16 89 1.45 8.08 47 5 5
SON (179,355) 19 81 1.57 6.7 31 R 6
TAB (24,731) 14 33 1.38 3.26 1 0 0
TAM (80,249) 16 73 1.42 6.46 31 2 2
TLX (3,997) 8 17 0.96 2.05 9 0 0
VER (71,824) 23 124 2.06 11.09 47 - -
YUC (39,524) 13 26 1.23 2.46 1 0 0
ZAC (75,275) 14 64 1.25 5.7 31 0 0
TOTAL (1,960,672) 33 598 2.28 41.27 396 179 244

Géneros/Log. (riqueza de géneros/ logaritmo natural del area), Especies/ Log. (riqueza
de especies/ logaritmo natural del area (indice de diversidad taxondmica)). Las especies
exclusivas se restringen a un estado, aunque no son necesariamente endémicas de éste
o del pais. El area de las entidades se basa en INEGI (2015) (Martinez Gordillo et al.,
2017).

Abreviaturas: Aguascalientes (AGS), Baja California (BC), Baja California Sur (BCS), Campeche (CAM),
Ciudad de México (CDM), Chiapas (CHIS), Chihuahua (CHIH), Coahuila (COAH), Colima (COL), Durango
(DGO), Estado de México (MEX), Guanajuato (GTO), Guerrero (GRO), Hidalgo (HGO), Jalisco (JAL),
Michoacan (MICH), Morelos (MOR), Nayarit (NAY), Nuevo Ledn (NL), Oaxaca (OAX), Puebla (PUE),
Querétaro (QRO), Quintana Roo (QROO), San Luis Potosi (SLP), Sinaloa (SIN), Sonora (SON), Tabasco
(TAB), Tamaulipas (TAM), Tlaxcala (TLX), Veracruz (VER), Yucatan (Yuc), Zacatecas (ZAC).



-

Figura 1. Algunos géneros representativos de Lamiaceae en la flora mexicana.

A) Aegiphila (A. costaricensis Moldenke), B) Agastache (A. palmeri (B.L.Rob.) Standl.), C)
Asterohyptis (A. stellulata (Benth.) Epling), D) Clinopodium (C. macrostemum (Moc. & Sessé ex
Benth.) Kuntze), E) Hyptis (H. verticillata Jacq.), F) Ocimum (O. carnosum (Spreng.) Link & Otto
ex Benth.), G) Prunella (P. vulgaris L.), H) Salvia (S. mexicana L.), I) Scutellaria (S. formosa
Leonard) (Martinez Gordillo et al., 2017).

2.2. Caracteristicas del género Hyptis

El género Hyptis perteneciente a la familia Lamiaceae cuenta con 35 especies nativas en
México de las cuales 17 son endémicas, se caracteriza por tener flores sin bractéolas en
la base del céliz, compuesta por hierbas, arbustos o pequefios arboles. Se distribuye en
el pais principalmente en las zonas tropicales del sur y a lo largo de ambas costas

(Cuadro 2) pero se pueden encontrar algunas especies por toda la Republica Mexicana.



Cuadro 2. Especies del género Hyptis en México (marcadas con * endémicas, para

abreviaturas ver Cuadro 1) (Martinez-Gordillo et al., 2017).

Especies de Hyptis

Ubicacion en México

AGS, BC, BCS, CHIH, COL, DGO, GTO, HGO, JAL, MICH, NAY, OAX,

Hyptis albida PUE. QRO, SIN, SLP. SON, TAM, VER, ZAC.
*Hyptis anitae BC, BCS.
Hyptis atrorubens CHIS, OAX, PUE, TAB, VER.
*Hyptis collina BCS.
Hyptis brevipes CHIS, GRO, OAX, PUE, TAB, VER.
. . CAM, CHIS, COL, DGO, GRO, JAL, MICH, NAY, OAX, PUE, QROO,
Hyptis capitata

SIN, SLP, TAB, VER, YUC.

Hyptis confertal

CHIS, OAX, TAB, VER.

*Hyptis cualensis JAL.

*Hyptis decipiens BCS.

Hyptis emoryi BC, BCS, SON.

Hyptis intermedia CHIS.

*Hyptis involucrata MEX.

*Hyptis iodantha GRO.

*Hyptis laniflora BCS, SON.

Hyptis lantanifolia CHIS, NAY, VER.

*Hyptis macvaughii JAL, NAY.

*Hyptis mixta OAX.
AGS, CAM, CHIH, CHIS, COL, DGO, GRO, GTO, HGO, JAL, MEX,

Hyptis mutabilis MICH, MOR, NAY, NL, OAX, PUE, QRO, QROO, SIN, SLP, SON,
TAB, TAM, VER, YUC, ZAC.

Hyptis oblongifolia COL, GRO, JAL, MEX, MICH, NAY, OAX, SIN, TAB, ZAC.

Hyptis pectinata. CAM, CHIS, COL, GRO, HGO, JAL, MEX, MICH, NAY, OAX, PUE,
QROOQO, SLP, SON, TAB, TAM, VER, YUC.

*Hyptis pinetorum JAL.

*Hyptis pseudolantana GRO, JAL, MICH.

Hyptis pulegioides CHIS.

Hyptis recurvata. CHIS, VER.

*Hyptis rhytidea DGO, JAL, NAY, SIN.

Hyptis scandens CAM.

*Hyptis septentrionalis DGO, SIN, SON.

Hyptis sinuata CHIS, TAB.

L CAM, CHIS, COL, GRO, JAL, MEX, MICH, MOR, NAY, OAX, QROO,
Hyptis spicigera

VER, YUC.

Hyptis suaveolens

CAM, CHIH, CHIS, COL, GRO, JAL, MEX, MICH, MOR, NAY, OAX,
PUE, QRO, QROO, SIN,SLP, SON, TAB, TAM, VER,YUC.

*Hyptis subtilis

COL, GRO, JAL, MEX, MICH, NAY, OAX, SIN.

*Hyptis tephrodes

BCS, NAY, SIN, SON.

*Hyptis tomentosa

CHIS, GRO, OAX, PUE, VER.

Hyptis urticoides

BCS, CHIS, COL, DGO, GRO, JAL, MEX, MICH, NAY, OAX, PUE,
SON, VER, ZAC.

Hyptis verticillata

CAM, CHIS, HGO, MICH, NAY, OAX, PUE, QRO, QROO, SLP, TAB,
TAM, VER, YUC.




Hyptis es un género rico en especies de gran importancia economica debido a las
aplicaciones que puede tener en diversas industrias, muchas investigaciones han podido
probar la presencia de moléculas con potencial farmacolégico en sus diversas especies,
principalmente con actividad antimicrobiana, antifungica, citotoxica, antinflamatoria, entre
otras. La actividad de las moléculas encontradas en las especies de Hyptis son tan
interesantes que se han estudiado por separado los extractos organicos de algunas de
ellas, encontrando diversos metabolitos con aplicacion farmacolégica vy

etnofarmacolégica (Cuadro 3) (Falcao y Menezes, 2003).

Cuadro 3. Usos etnofarmacoldgicos y farmacolégicos de cinco especies de Hyptis
nativas de México (Falcdo y Menezes, 2003).

Especie Usos etnofarmacolégicos Usos farmacolégicos

Actividades micotoxica,
metacida por la presencia de

H. suaveolens Propiedades antisépticas D-limoneno y mentol; a
’ comprobadas. potencial antibacteriano
contra bacterias Gram(+) y
Gram(-).
Usado en cosméticos como
Propiedades para combatir blanqueadores de la piel,

infecciones comprobada; via oral actividad citotéxica en células
H. verticillata | para dolores de cabeza, estomago | KB y HT29, cancer de mama,
y desordenes gastrointestinales e | colon, pulmén, prostata,
infecciones cutaneas. fibrosarcoma, actividad
similar a la podofilotoxina
Significante actividad
citotoxica en diferentes lineas
celulares cancerigenas;
efecto antinociceptivo y
antiedematogénico.

Actividad anti-ulcerogénica
proveniente del aceite
esencial

En el tratamiento de desordenes El extracto metandlico es un
del tracto gastrointestinal y como antimicrobiano contra C.

H. albida repelente de insectos; utilizada en | albicans y otras bacterias

la medicina popular por sus Gram(+) y Gram(-)
propiedades antisépticas.

Utilizada en infecciones, fiebres,
enfermedades de la piel,
transtornos gastricos, rinofaringitis
y congestién pulmonar.

H. pectinata

Desordenes gastrointestinales y

H. mutabillis .
malaria.




2.3. Metabolismo de Hyptis

El metabolismo del género Hyptis es de gran interés dentro de la medicina tradicional
debido a las diferentes aplicaciones que tienen los compuestos aislados. El primer
estudio quimico que se realizé en 1952 a Hyptis suaveolens mostrd que el aceite esencial
de esta planta presenta actividad contra varias infecciones (Nayak y Guha, 1952), desde
entonces los investigadores se han interesado en estudiar este género descubriendo
componentes quimicos como triterpenos y flavonoides (Pereda-Miranda y Delgado,
1990). Actualmente se han descubierto una gran variedad de moléculas en las especies
de Hyptis, incluidos a los terpenoides como triterpenos, diterpenos con un esqueleto de
tipo labdano y abietano, asi como monoterpenos y sesquiterpenos; ademas de derivados
de lignanos, alfa-pironas, alcaloides, taninos, saponinas y flavonoides principalmente
(Falcado y Menezes, 2003; Pereira et al., 2018). Las rutas de sintesis de los metabolitos
secundarios mas representativos de este género son principalmente la via del acetato-

mevalonato, via del 4cido siquimico y biosintesis mixta (Pereira et al., 2018).

2.3.1. Terpenos

Los terpenos representan la clase mas grande y diversa de sustancias quimicas
producidas por las plantas, algunas de estas moléculas son utilizadas en funciones vitales
como crecimiento y desarrollo, pero la mayoria se usan para interacciones quimicas mas
especializadas como lo es la protecciéon del ambiente bidtico y abidtico. Los aceites
esenciales del género Hyptis son ricos en terpenos volatiles y no volatiles destacando
monoterpenos y sesquiterpenos, estas son algunas de las moléculas responsables de
las multiples actividades biolégicas que pueden tener los aceites esenciales, ademas de
muchas aplicaciones en la medicina tradicional mexicana (Rios-Tesch et al., 2015; Tholl,
2015).

2.3.1.1. Triterpenos

Los triterpenos estan constituidos por 30 atomos de carbono formados por la

condensacién de dos moléculas de Farnesil difosfato (FPP) y producir el escualeno que
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es el precursor de los triterpenos (Dewick, 2009), estos son el grupo de metabolitos
secundarios mas abundantes en las especies del género Hyptis entre los que destacan
el acido betulinico (I), acido ursdlico (ll) y acido oleandlico (lll) por su amplia distribucién
(Cuadro 4) (Falcdo y Menezes, 2003). Se reportan como polvos blancos y casi siempre
como los compuestos mayoritarios de muchas plantas; en Hyptis verticillata se han
encontrado el acido oleandlico y acido ursélico (Picking et al., 2013) con actividad
anticancerigena-antiproliferativa (apoptosis e inhibicién de la sintesis de ADN) en células

de cancer de higado, mamay colon (He Xy Liu R, 2007).

2.3.1.2. Diterpenos

Los diterpenos estan constituidos por 20 atomos de carbono biosintetizados por
ciclaciones progresivas del geranilgeranilpirofosfato (GGPF) (Marcano D y Hasegawa M,
2002). Hyptis spicigera es una de las especies de Hyptis con la mayor cantidad de
diterpenos identificados (Falcao y Menezes, 2003) y se han aislado de las partes aéreas
siete diterpenos de tipo ladbano (Cuadro 5) algunos de ellos con propiedades insecticidas
que demostraron inhibir significativamente el crecimiento de insectos en granos

almacenados (Fragoso-Serrano, et al., 1999).
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Cuadro 4. Triterpenos de las especies de Hyptis (Falcao y Menezes, 2003).

Especie

Triterpenos

H. suaveolens

Acido urs-12-en-3p-ol-29-oico, acido
ursolico; acido betulinico; acido 33-
hidroxilup-12-en-27-6ico; acido 33-
hidroxilup-12-en-28-d6ico; acido
hiptadienico; acido suavedlico; acido
suaveolol; acido oleandlico; acido o-
peltoboy quindlico; friedelina; lupeol;
acetato de lupeol; a-amirina; B -amirina.

H. capitata

Acido oleandlico; acido ursdlico; acido
pomoalico; acido betulinico; acido
oleandlico 3-O-(3’, 3’-dimetil) succinato;
acido 2a-hidroxiursadlico; acido
tormentico; acido maslinico; acido
hiptatico A; acido hiptatico B.

H. verticillata

Acido ursodlico; acido maslinico; acido 2a-
hidroxiursoélico; acido oleandlico.

H. emoryi

Acido betulinico.

H. oblongifolia

Acido Ursdlico; acido maslinico; acido 2a-
hidroxiursadlico; acido pomalico; acido 2a,
3a- dihidroxioleandlico.

H. mutabilis

Metil betulinato; acetato de acido
oleandlico; acido ursolico; acido
Oleandlico; acido maslinico; acido 3a-
19a-dihidroxiurs-12en-28-dico; 3
acetoxi-oleanan-13p3, 28 olideo.

H. romboides

Acido betulinico; acido ursolico; acido 2a-
hidroxiursoélico; acido 2a, 3a, 24-trihidroxi
olean-12en- 28 dico; 6-desidroleanona.

H. albida

Acido betulinico; acido ursdélico; acido
oleandlico; acido 3 B-acetil oleandlico; 3
B-hidroxiolean-28, 13[3- dlido; 3B-hidroxi-
11a, 12 a-epoxiolean-28, 133-6lido; 3[3-
hidroxiolean-11-en-28, 133-6lido.

H. urticoides

Acido ursdlico.
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Cuadro 5. Diterpenos de especies de Hyptis (Falcao y Menezes, 2003).

Especie

Diterpenos

H. spicigera

19-acetoxi-2a, 7a,15-trihidroxilabda-
8(17),(132)-dieno; 15,19-diacetoxi-2a, 7a
-dihidroxilabda-8(17),(13Z)-dieno;
70a,15,19-triacetoxi-2 a-hidroxilabda-
8(17),(132)-dieno; 19-acetoxi-2a, 7a-
dihidroxilabda-8(17),(13Z)-dien-15- al; 19-
acetoxi-7a,15-dihidroxilabda-8(17),(132)-
dien-2-ona; 19-acetoxi-2qa, 7a-
dihidroxilabda-14,15-dinorlabd-8(17)- en-
13-ona; 2a,7a,15,19-tetrahidroxi-ent-
labda- 8(17),(13Z2)-dieno.

H. dilatata

Epimetil rosmanol; epietil rosmanol;
esquirolim B.

H. salzmanii (-) salzol.
e I(-I|\c;;m|nona;14-metOX| taxodiona; hyptol
H. umbrosa Umbrosona.

2.3.1.3. Monoterpenos

Los monoterpenos constan de 2 unidades de isopreno (10 carbonos) (De Vivar, 2006)

son sustancias lipofilicas, volatiles, responsables del olor caracteristico de muchas

plantas como el pineno, presente en los aceites esenciales de algunas plantas

medicinales incluyendo a especies de Hyptis como H. spicigera que contiene los dos

isbmeros (o, B) y H. pectinata que solo contiene el isémero o (V), por citar algunas

especies (Cuadro 6). Debido a su olor caracteristico el pineno puede ser encontrado en

perfumes finos, productos de higiene y cosméticos; ademas se ha descrito en la literatura
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que el B-pineno tiene efectos farmacoldgicos; como antibacterial, anticonvulsivante,
miorrelajante e hipotensor (Alves et al., 2013). Otro monoterpeno encontrado en algunas
especies de Hyptis (H. suaveolens, H. spicigera, H. emoryi, H. recurvata, H.crenata e H.
goyazensis) (Falcdo y Menezes, 2003) es el 1,8-cineol (VI) al cual se le atribuyen
propiedades antiinflamatorias y como agente mucolitico en enfermedades de vias
respiratorias; utilizado en la medicina tradicional como agente secretolitico para la
bronquitis, sinusitis y resfriados (Juergens et al., 2003). Es un metabolito abundante en
Hyptis suaveolens donde se encontrd recientemente como el componente mayoritario del
aceite escencial obtenido de las hojas (Rios-Tesch et al., 2015) cabe mencionar que esta
planta es una de las especies de Hyptis de la que mayor cantidad de monoterpenos se

han aislado (Cuadro 6).

\" Vi

2.3.1.4. Sesquiterpenos

Los sesquiterpenos contienen 15 atomos de carbono formados de 3 unidades Cs
Isopentenil difosfato (IPP), generalmente sintetisados a través de la via mevalonato; el
percursor fundamental de los sesquiterpenos es el FPP (Dewick, 2009). Se han podido
identificar algunos sequiterpenos en el género Hyptis (Cuadro 7) (Falcdo y Menezes,
2003). El B-cariofileno (VII) es uno de los sequiterpenos mas abundantes entre las
especies de Hyptis siendo un metabolito con gran importancia dentro de la medicina
tradicional por su potencial actividad antiparasitaria contra Leishmania braziliensis,
ademas de tener efecto analgésico en dolor neuropatico e inflamatorio (Leite-Nadghia et
al, 2013).

En un estudio reciente del aceite esencial de H. atrorubens se encontré que el 6xido de
cariofileno fue el componente mayoritario, este metabolito destaca por su actividad
antiinflamatoria, analgésica y larvicida contra Aedes albopictus con una ClLsp = 65.6
pMg/mL en 24h y CLsg = 58.3 pg/mL en 48 h (Kerdudo et al., 2016).
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Cuadro 6. Monoterpenos del aceite esencial de las especies de Hyptis (Falcao y

Menezes, 2003).

Especie

Monoterpenos del aceite esencial

H. suaveolens

Canfeno ; p-cymeno; fenchol; fenchona;
mentol; B-felandreno; p-menta- 2, 4 (8) —
dieno; a- felandreno; linalool; acetato de
citronelilo; 6xido de piperitona; acetato de
geranilo; tujano; felandreno; a-pineno;
mirceno; y- terpineno; B -pineno;
limoneno; sabineno; 1,8 — cineol;
terpinen-4-ol; terpinoleno; a-terpineol;
cineol; I-sabineno; D-limoneno; a-
terpineno.

H. capitata

Acetato de citronelila; 6xido de piperitona;
acetato de geranilo.

H.verticillata

a-pineno; B-pineno; timol

H. spicigera

a-pineno; B-pineno; sabineno; 1,8 —
cineol; terpinoleno; a-thujeno; limoneno;
terpinen-4-ol.

H. pectinata

Micreno; timol; a-pineno; a-tujeno; y-
terpineno; p-cimeno.

H. emoryi

Neral; citronelal; borneol; geraniol,
carveol; piperitenol; acetato de bornilo;
geranial; I-carvona; [ -felandreno;
piperitenona; canfeno; piperitona;
camfora; linalool; a-felandreno; y-
terpineno; mirceno; terpinen-4-ol; 3-
pineno; limoneno; a-pineno; 1,8 —cineol;
a-thujeno; sabineno; terpinoleno

H. polyantha

Sabineno; 1-mentol.

H. crenata

B -pineno; a-pineno; 1,8 — cineol,
limoneno; terpinoleno; Borneol; alfanfor

H. recurvata

1,8 — cineol .

H. mutabilis

Alcanfor; mircenona; cis-dihidrocarvona;
trans- dihidrocarvona.

H. goyazensis

B-pineno; alcanfor; a-pineno; 1,8 — cineol.

15



Cuadro 7. Sesquiterpenos del aceite esencial de especies de Hyptis (Falcao y
Menezes, 2003).

Especie

Sesquiterpenos del aceite esencial

H. suaveolens

a-humuleno; a-cariofileno; 6xido de
cariofileno; Biciclogermacreno;
germacreno D; B-cariofileno; germacreno
B; elemeno; B -elemeno; Guaia — 1(5) —
en — 11 —ol; (E) — cariofileno; trans-a-
bergamoteno; Cis-a-bergamoteno; a-
copaeno; a-bergamoteno; espatulenol; 3-
bourboneno; a-bulneseno; © -cadineno;
y-cadineno.

H. capitata

B-cariofileno.

H. spicigera

B -cariofileno; 6xido de cariofileno.

H. pectinata

B -cariofileno; 6xido de cariofileno;
germacreno D; biciclogermacreno; [3-
elemeno.

H.atrorubens

Oxido de cariofileno; B -cariofileno

B-cariofileno; a-humuleno; trans-f3-

H. emoryi farneseno; d-cadineno; y-cadineno;
elemol; acetato de linacilo.
-cariofileno.
H. crenata B

H. glomerata

B-cariofileno; y-cadineno; guaiol; Cis-
calameneno.

H. mutabilis

B-cariofileno; germacreno D;
biciclogermacreno; f-humuleno; a-
cubebeno; a-copaeno; B-burbureno; 3-
elemeno; a-cubebeno; calameneno.

H. floribunda

a -copaeno.

Vi
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2.3.2. Flavonoides

Los flavonoides forman un grupo muy grande de productos naturales formados por un
nucleo de difenilpropano, compuesto de dos anillos bencénicos (anilos A 'y B) unidos or
una cadena de tres carbonos (C6-C3-C6), la cual normalmente forma un centro

heterociclico oxigenado (anillo c) (Scalbert et al.2005).

Algunas de las actividades mas importantes de los flavonoides son antioxidantes,
antiinflamatorias, antivirales, antimutagénicas, anticancerigenas, antialérgicas y un papel

protector frente a enfermedades cardiovasculares, cancer y diversas patologias.

Existen varios subgrupos de flavonoides que incluyen chalconas, flavonas, flavonoles e
isoflavonas que tienen fuentes principales unicas, por ejemplo, las cebollas y el té son
ricos en flavonoles y flavonas (Panche et al., 2016). Estos metabolitos se encuentran
ampliamente distribuidos en las plantas en varias partes incluyendo las partes aéreas
como es el caso de Hyptis albida de donde se han aislado flavonas como la 5-hidroxi-
3,7,4'-trimetoxiflavona, 5,7dihidroxi-3,4'-dimetoxiflavona (ermanina), 5,7-dihidroxi-6,8,4'-
trimetoxi-flavona (nevadensina A), 5-hidroxi-6,7,8,4'-tetrametoxiflavona (gardenina B) y
5-hidroxi-7,4'-dimetoxiflavona (VIIl) (Pereda-Miranda y Delgado, 1990) de esta ultima se
sabe que tiene un efecto contra enzimas a-glucosidasa y a-amilasa (Krishna et al., 2015),
efecto inhibitorio de citotoxicidad inducida con D-GaLN en hepatocitos de ratén (Chaipech
et al., 2012), ademas de actividad antioxidante (Ben et al., 2011). De las especies de
Hyptis, de H.capitata se han aislado mas flavonoides (Cuadro 8) (Falcdo y Menezes,
2003)
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Cuadro 8. Flavonoides de las especies de Hyptis (Falcado y Menezes, 2003).

Especie Flavonoides
Apigenina - 4’, 7-dimetil éter; kaempferol-
3- ramnoglicosido; 5, 7, 4’- trimetil
kaempferol; 4’- hidroxi -3, 5, 7 —
H. capitata trimetoxiflavona; 4’- benziloxi — 3 — metoxi

— 5, 7 —dihidroxiflavona; 3, 5, 7 — trimetoxi
derivado de 4’- benziloxi — 3 — metoxi — 5,
7 — dihidroxiflavona.

H. verticillata

Sideritoflavona.

H. tomentosa

5-hidroxi-4’, 6, 7, 8 — tetrametoxiflavona;
5-hidroxi-3’, 4’, 6, 7 — tetrametoxiflavona;
eupatorina.

H. romboides

Kaempferol; Kaempferol-3-O-rutinésido.

H.albida

Apigenina- 7, 4’- dimetil éter; kaempferol
3, 7, 4'- trimetil éter; ermanina;
nevadensina A; gardeninga B .

H. urticoides

Salvigenina.

H. salzmanii

4,2, 6, trihidroxi- 4’- metoxichalcona; (+)
— naringenina — 7, 4’- dimetil éter.

VI
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2.3.3. Lignanos

Los lignanos son un grupo de metabolitos secundarios ampliamente distribuido entre las
especies vegetales, estos son biosintetizados a través de la ruta del acido siquimico cuya
estructura base esta formada por dos unidades de fenilpropano unidas por el atomo
central de sus cadenas laterales. Estas moléculas desempefian funciones muy
importantes en las plantas, pero principalmente son sintetizados para su defensa lo que
convierte a estos metabolitos en moléculas con importante actividad biolégica que en los
ultimos anos se han seguido estudiando y descubriendo nuevas aplicaciones (Boluda et
al., 2005; Drago-Serrano et al., 2006).

Hyptis verticillata es la especie con el mayor numero de lignanos aislados dentro del
género Hyptis (Cuadro 9) y cabe sefalar que son los metabolitos mas abundantes con
actividad bioldégica encontrados en esta planta (Falcdo y Menezes, 2003; Picking et al.,
2013). Del estudio biodirigido del extracto de Hyptis verticillata se aislaron diez lignanos
del tipo podofilotoxina con actividades citotoxicas no especificas (Clso< 0.01 pg/mL) y
algunos de ellos fueron inhibidores de Candida albicans (Clso 0.2-1.0 ug/mL) (Novelo et
al., 1993). En 1994 se aisl6 la podofilotoxina (IX) y sus derivados del extracto organico
de H. verticillata (Kuhnt et al., 1994), este lignano es de gran interés por su actividad
citotoxica, antiviral y como precursor de los farmacos antineoplasicos que se obtienen
principalmente de las especies Podophyllum. H. verticillata representa una alternativa
para la obtencion de lignanos analogos a la podofilotoxina (Farkya, 2004).
Recientemente, se reportd la presencia de seis lignanos mayoritarios de esta especie,
podofilotoxina, deshidropodofilotoxina, desoxipodofilotoxina, vyateina (X), 5-

metoxideshidropodofilotoxina y la -peltantina (XI) (Orendain, 2016).
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Cuadro 9. Lignanos de las especies de Hyptis (Falcdo y Menezes, 2003).

Especie

Lignanos

H.capitata

2, 3 —di (3, 4’- metilenedioxibencil) 2-
buten-4-6lido;

H.verticillata

Dehidropodofilotoxina; Hyptinina;
Desidrodesoxipodofilotoxina; 4’- demetil
desoxi podofilotoxina; Podofilotoxina;
Podorhizol; Epipodorhizol; 5-metoxi
desidropodofilotoxina; Desidro-- peltatin
metil éter; iso desoxipodofilotoxina; (-) —
yateina; Desoxipicropodofilina; a-
apopicropodofilina; B-peltantina.

H.tomentosa

Sesamina; Desoxipodofilotoxina.

H.salzmanii

(+) — sesamina; (-) — cubebina; (-) —
hinokinina; (-)

H,CO OCH;

OCH3

HyCO OCH;

OCH,

Xl
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2.3.4. 5,6-dihidro-a-pironas

Se sabe que una serie de productos naturales con actividad citotoxica tienen en comun
en su estructura quimica la unidad 5,6-dihidro-a-pirona como la sinargentélida B aislada
de Syncolostemon (Lamiaceae) en 1998 (Kavirayani et al., 2013). De igual forma, en otros
géneros de la familia Lamiaceae se han encontrado metabolitos con esta estructura, la
primera fue la hiptélida (XIlI) aislada de H. pectinata (Achmad et al., 1987).
Posteriormente, Pereda Miranda y colaboradores (1993) aislaron de esta planta tres
moléculas mas, pectindlida A, pectindlida B y pectindlida C (Cuadro 10) que resultaron
tener actividad citotoxica con Clsgp < 4 ug/mL, ademas, la pectindlida A mostré una
actividad antimicrobiana contra Staphylococcus aureus 'y Bacillus subtilis. En los ultimos
afos, se han aislado cinco nuevas lactonas en esta especie, cuatro de ellas fueron
reportadas en 2003 y se conocen como pectindlida D, pectindlida E, pectindlida F (XIll) y
pectindlida G (Boalino et al., 2003). Y la ultima reportada en 2005 por Fragoso-Serrano y
colaboradores designada como pectindlida H (XIV). Debido a la actividad antimicrobiana
tan significativa y la necesidad por encontrar agentes antimicrobianos para combatir
cepas multiresistentes se ha reportado la sintesis de esta molécula (Ramesh y Nitin,
2015).

HO OAc

AcO (0]

Xl XV
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Cuadro 10. Lactonas de las especies de Hyptis (Falcao y Menezes, 2003).

Especie

Lactonas

H. spicigera

Espicigera —6 — lactona; espicigerodlida

H. pectinata

Hiptolida ; pectindlida A; pectindlida B;
pectindlida C, pectindlida D, pectindlida
E, pectindlida F, pectindlida G, pectindlida
H.

H. oblongifolia

4-desacetoxi-10-epi-olguina ; Derivado
del 4-desacetoxi-10-epi-olguina con
R1=0H, R2=0OMe; derivado del 4-
desacetoxi-10-epi-olguina con Ri=

R2=0OH

H. urticoides

Hipurticina

2.4. Generalidades de Hyptis urticoides.

Cuadro 11. Clasificacién taxonémica de Hyptis urticoides.

Reino Plantae

Clase Magnoliopsida

Orden Lamiales

Familia Lamiaceae

Genero Hyptis

Epiteto especifico urticoides

Nombre cientifico Hyptis urticoides Kunth
Autor del nombre Kunth
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Hyptis urticoides (Figura 2) es una especie de la que se tiene poca informacién, sin
embargo, se han aislado sustancias de gran interés del extracto alcohdlico de las partes
aéreas como el acido ursoélico metabolito encontrado en otras especies del género Hyptis,
es una sustancia de gran importancia por sus multiples aplicaciones que van desde
preparados farmacéuticos hasta alimentos y cosméticos ademas se ha comprobado su
potencial como anticancerigeno, antiinflamatorio, antimicrobiano y antiviral (Ferrer-
Hernandez et al., 2007).

La salvigenina es una flavona encontrada en H. urticoides e H. pectinata, este metabolito
en conjunto con la doxorrubicina (farmaco utilizado en la quimioterapia) induce la
apoptosis y aumenta el efecto del farmaco sobre las células cancerosas, mejorando los
efectos secundarios al disminuir la dosis del farmaco (Namazi-Sarvestani et al., 2018).
Otro metabolito aislado de esta especie es la hipurticina una lactona insaturada
identificada por métodos espectroscopicos en 1991 sin embargo la estructura propuesta
(XV) fue incorrecta (De Vivar et al., 1991) y mas tarde se hizo una reasignacioén estructural

(XVI) por medio de un protocolo de modelado molecular (Mendoza-Espinoza et al., 2009).

AcO OAc AcO

XV XVi

(B)

2

Figura 2. Flor(A) y ramas (B) de Hyptis urticoides Kunth.
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3. HIPOTESIS

Estudios previos de los extractos organicos, asi como de los aceites esenciales de las
plantas del género Hyptis han demostrado que la mayoria de sus especies poseen
propiedades biolégicas como actividad citotoxica, antimicrobiana, antifungica vy
antinflamatoria por citar algunas con aplicaciones en la medicina tradicional. Si se han
aislado metabolitos secundarios de H. urticoides, H. arbacea, H. spicigera, H. pectinata e
H. atrorubens a los cuales se les atribuyen dichas propiedades, entonces se espera que
del extracto organico de la especie Hyptis urticoides se puedan aislar algunas moléculas
novedosas y que el estudio quimico de los aceites esenciales ponga en evidencia la
importancia y uso de éstos en la medicina tradicional de acuerdo con el contenido

metabdlico que se encuentre en cada colecta.
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo general

El objetivo general de este trabajo de investigacién consistié en el aislamiento de los
metabolitos secundarios novedosos presentes en el extracto organico de las partes
aéreas de H. urticoides y describir la composicion quimica del aceite esencial de H.
arbores, H. spicigera, H. pectinata e H. atrorubens para poner en evidencia sus
aplicaciones en la medicina tradicional para contribuir con el conocimiento cientifico de

estas plantas.

4.2. Objetivos especificos

4.2 1. Estudiar la composicidon quimica de los aceites esenciales de tres especies de
Hyptis por medio de los analisis de los mismos por cromatografia de gases acoplado a la
espectrometria de masas.

4.2.2. Obtener el extracto organico total de acetona de H. urticoides.

4.2.3. Realizar el fraccionamiento preliminar del extracto organico de H. urticoides por

particiones liquido-liquido.

4.2.4. Estudiar las fracciones secundarias de interés por métodos cromatograficos

convencionales y cromatografia de liquidos de alta eficiencia (CLAE).

4.2.5. Elucidar las estructuras quimicas utilizando las técnicas de resonancia magnética
nuclear (RMN "H, RMN 3C), IRy UV.

4.2.6. Evaluar el potencial citotdéxico de las fracciones utilizando lineas celulares

provenientes de carcinomas humanos.
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5. PARTE EXPERIMENTAL

5.1. Materiales y equipos

5.1.1. Material vegetal

Se trabajo con cuatro colectas de las partes aéreas de diferentes especies de Hyptis,

cuatro de ellas provenientes de diversas zonas del estado de Veracruz, la identificaciéon

y la recoleccion del material vegetal se realizé por la bidloga Adriana Hernandez Rojas.

Los ejemplares de las especies se depositaron en el Herbario del Instituto de Ecologia

en Xalapa, Veracruz. Los datos de cada colecta se presentan en el Cuadro 12.

Cuadro 12. Datos de las colectas de Hyptis.

Especie Lugar de colecta Fecha de colecta Voucher
H. atrorubens El Castillo, Xalapa. 21-Nov-2010 XAL 0001414
_ Carretera a la Tinaja,
H. pectinata 22-0Oct-2009 XAL 0000285
E. Zapata
H. spicigera Pinoltepec, E. Zapata 12-Oct-2009 XAL0000288
H. urticoides El Castillo, Xalapa 21-Nov-2010 XAL0001004

5.1.2. Equipos

Los espectros de Resonancia Magnética Nuclear Protonica ("H-RMN) y de carbono 13
("3C-RMN) fueron registrados en un equipo Varian a 400 MHz y 100 MHz en CDsOD, los

desplazamientos quimicos se designan en partes por millon (ppm), con referencia al

tetrametilsilano (TMS).
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5.1.3. Cromatografia en capa fina

En esta técnica se utilizaron placas de aluminio con gel de silice 60 F2s4 marca Merck. El
revelado de las placas se hizo primero con una lampara de UV (365 y 245 nm) y
posteriormente utilizando una mezcla de acido sulfurico con sulfato cérico (agente
cromdgeno) que se aspersod en las placas y se calenté en una parrilla para favorecer la

visualizacion de los componentes presentes.

5.1.4. Cromatografia en columna abierta

Se utilizaron columnas de vidrio empacadas con gel de silice 60 (tamafio de particula de

0.063- 0.200 mm), algoddn desengrasado y disolventes grado quimicamente puro (Q.P).

5.1.5. Cromatografia de liquidos de alta eficiencia (CLAE)

Las fracciones de interés se analizaron utilizando un equipo de la marca Waters (Millipore
Corporation, Waters Cromatography Division Milford, MA, EEUU) que contaba con una
bomba modelo 600E, un detector de arreglo de diodos modelo 2996 y una valvula de
recirculacion de muestra. Para el control del cromatografo y procesamiento de datos se
utilizé el software Empower 2 (Waters). Las columnas que se utilizaron se describen en
el Cuadro 13.

Cuadro 13. Caracteristicas de las columnas utilizadas en CLAE.

Tipo de Tamano de
) Dimensiones Marca Loop
columna particula
Analitica 5um 4.6 x 250 mm | Waters Symmetry® C18 20uL
Preparativa 7 um 19 x 300 mm | Waters Symmetry® C18 500uL
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Para hacer el escalamiento del método analitico a nivel preparativo se utilizé la siguiente

ecuacion:
. (l_p> (d_>
14 a la da 2
FE,= Flujo de la columna preparativa F,= Flujo columna analitica
L,= longitud columna preparativa l,= longitud columna analitica

d,= Diametro de la columna preparativa d,= Diametro de la columna analitica

5.1.6. Ensayo de citotoxicidad

El ensayo se realiz6 en microplacas de 96 pozos de poliestireno estériles con una

capacidad de 200 pL c/u.

5.1.6.1. Compuestos de prueba

Acuosa
Hexano
AcOEt

Isobutanol

5.1.6.2. Linea celular

La linea celular que se utilizé en este ensayo fue HelLa (carcinoma de cérvix humano).

5.1.6.3. Soluciones utilizadas

Solucién PBS

Sulforodamida B al 0.4% (SRB)

Solucién de acido tricloroacetico (TCA) 20% p/v
Solucion de acido acético al 1%

TRIS-base (pH 10) 10 mM
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5.2. Metodologia

5.2.1. Obtencién de aceites esenciales

Los aceites esenciales de las diferentes especies de Hyptis se obtuvieron mediante una
hidrodestilacion. En un matraz de 500 mL se colocaron 20 g de material fresco
fragmentado y se adicionaron 250 mL de agua destilada, la mezcla se calenté a ebullicion

y el calentamiento se suspendié cuando las gotas de destilado ya no lucian turbias.

Posteriormente, el destilado se sometioé a un proceso de particion con CH2Cl2 (3 x 50 mL)

para llevar casi a sequedad la fase organica en rotaevaporador.

Las esencias obtenidas se analizaron por CG-EM. Los espectros de masas de cada
componente se compararon con los espectros de muestras auténticas incluidos en la

libreria del equipo permitiendo determinar la identidad de los compuestos mayoritarios.

5.2.2. Obtencion del extracto

Las partes aéreas de Hyptis urticoides se secaron al aire libre a temperatura ambiente y
se fragmentaron en un molino de cuchillas modelo Wiley 4, obteniendose un total de 2.54
kg. La droga cruda se extrajo por la técnica de maceracion a temperatura ambiente por
periodos de 48 a 72 horas, usando acetona como disolvente, pasando el periodo de
extraccion el extracto se filtré y concentré a presién reducida. El proceso se repitid seis

veces obteniéndose 63.5 g de un extracto verdoso.

5.2.3. Eliminacién de triterpenos del extracto

Los triterpenos presentes en el extracto organico total se eliminaron precipitandolos con
metanol. El proceso se realizé en dos etapas; primero se disolvié el extracto (63.5 g) en
metanol al 80% (3.1L) en una proporcién de 50 mL MeOH (80%) por cada gramo de

extracto (Cuadro 14). La solucion se dejoé en reposo 48 horas a 0 °C vy se filtr6 al vacio

29



para eliminar los triterpenos que precipitaron, la fraccidon resultante se concentré a la
mitad de su volumen (1.5 L) y se dejé reposar nuevamente 48 horas a 0 °C,

posteriormente la fraccion se concentré hasta dejar 1/5 del volumen (300 mL).

Cuadro14. Condiciones para la eliminacion de triterpenos en el extracto total.
Cantidad de | Volumen de MeOH (80%) | Volumen de MeOH (80%) | Volumen
muestra primera etapa segunda etapa Final

63.5¢g 31L 1.5L 300 mL

5.2.4. Fraccionamiento secundario

La fraccion obtenida después de eliminar a los triterpenos se fracciond6 mediante
extracciones simples por triplicado en una relacion 1:1 con Hex, AcOEt e iBuOH, cada
fraccion obtenida se concentré a presion reducida hasta sequedad para su posterior

analisis por CCF.

5.2.5. Fraccionamiento en columna abierta

5.2.5.1. Fraccionamiento de la fraccion de AcOEt.

El punto de aplicacién se preparé disolviendo 24.9 g de la muestra en MeOH vy
adsorbiéndola en 24.9 g de gel de silice. La columna se empaco con silice en una
proporcion 1:15 (374 g de silice) respecto al peso de la muestra y una mezcla de
Hex:AcOEt (70:30). La elucion se hizo con volumenes de 50 a 100 mL y se comenzé con
Hex:AcOEt (70:30), la polaridad se fue incrementando. Los eluatos se analizaron por CCF

para reunir aquellos con similitud cromatografica (Cuadro 15).
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Cuadro 15. Fraccionamiento de la fraccion de AcOEt.

Sistema de eluciéon | Eluatos colectados | Eluatos reunidos Cantidad de

extracto
Hex:AcOEt (70:30) 1-4 c/u de 50mL 1-10 (F1) 2.9415¢
Hex:AcOEt (50:50) 5-8 c/u de 50mL 11-16 (F2) 6.7439 g
Hex:AcOEt (30:70) 9-12 c/u de 50mL 17-20 (F3) 7.2850 ¢g
Hex:AcOEt (10:90) 13-16 c/u de 50mL 21-24 (F4) 0.4887 g
AcOEt (100) 17-20 c/u de 50mL 25-26 (F5) 1.2760 g
AcOEt:MeOH (90:10) | 21-24 c/u de 50mL 27-37 (F6) 1.8310 g
AcOEt:MeOH (80:20) | 25-28 c/u de 50mL 38-48 (F7) 1.8820 g

)
)

AcOEt:MeOH (70:30) | 29-32 c/u de 50mL
AcOEt:MeOH (60:40) | 33-36 c/u de 50mL
)

)

)

AcOEt:MeOH (50:50 37-40 c/u de 50mL
AcOEt:MeOH (30:70) | 41-44 c/u de 50mL
AcOEt:MeOH (20:80) | 45-46 c/u de 100mL
MeOH (100) 47-48 c/u de 100mL

5.2.5.2. Fraccionamiento de la fraccion Fe.7.

Después de analizar los espectros de RMN se decidié seguir trabajando con las
fracciones 6 (1.83 g) y 7 (1.88 g) estas se reunieron y se disolvieron en MeOH para
adsorberlas en silice (3.72 g) relacion 1:1, la columna se empaco con silice (74 g) en una
relacion 1:20 respecto al peso de la muestra (3.71 g) y AcOEt. La elucion comenzé con
AcOEt (100%) y se aumento la polaridad con MeOH recolectandose fracciones de 50 mL
cada una (Cuadro 16) y se analizaron por CCF para reunir aquellos con similitud

cromatogréfica.
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5.2.6. Decoloracion

Después de analizar los espectros de RMN de las fracciones obtenidas del
fraccionamiento de la muestra Fe.7 se decidio seguir trabajando con la fraccion VII (830.1
mg) (Cuadro 16), la muestra se decoloro antes de ser analizada por CLAE, disolviéndola
en la minima cantidad de MeOH; a continuacioén, se agregd carbon vegetal y se agitoé por
20 minutos. La solucién de filtr6 en un embudo Buchner con una cama de celita; la

muestra fue nuevamente decolorada cuatro veces mas y se analizé por CCF

Cuadro 16. Fraccionamiento de la fraccion Fe.7.

Sistema de elucién Eluatos colectados | Eluatos reunidos Cantidad de
extracto
AcOEt (100) 1-5 c/u de 10mL 1-10 (1) 32.4 mg
AcOEt:MeOH (95:5) 6-10 c/u de 10mL 11-16 (Il) 39.2 mg
AcOEt:MeOH (90:10) 11-15 c/u de 10mL 17-20 (111) 335.4 mg
AcOEt:MeOH (85:15) 16-20 c/u de 10mL 21-24 (V) 194.9 mg
AcOEt:MeOH (80:20) 21-25 c/u de 10mL 25-26 (V) 462.9 mg
AcOEt:MeOH (75:25) 26-30 c/u de 10mL 27-37 (VI) 567.8 mg
AcOEt:MeOH (70:30) 31-35 c/u de 10mL 38-50 (VII) 830.1 mg
AcOEt:MeOH (50:50) 36-40 c/u de 10mL
AcOEt:MeOH (30:70) 41-45 c/u de 10mL
MeOH (100) 46-52 c/u de 50 mL

5.2.7. Analisis por CLAE de la fraccién VII

La fraccion FVII decolorada se analiz6 por CLAE (Cuadro 17), determinando las
condiciones adecuadas de separacion primero a nivel analitico con volumenes de
inyeccién de 20 uL y una vez encontradas estas condiciones se escalaron a nivel
preparativo, inyectando 10 mg de la muestra en 500 uL con un flujo de 4.0 mL/min en
fase reversa con elucion isocratica a una concentracion de 20 ug/uL. La muestra se

separd por las técnicas de corte de nucleo y reciclaje de muestra.
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Cuadro 17. Condiciones de analisis por CLAE.

Condiciones Fraccion VII Pico 1 de la fraccién VII
Fase Reversa Reversa
Elucién ACN:H20 (3:2) ACN:H20 (3:2)
Flujo nivel analitico 0.2 mL/min 0.2 mL/min
Flujo nivel preparativo 4.0 mL/min 4.0 mL/min

5.2.8. Ensayo de citotoxicidad
5.2.8.1. Diluciones

5.2.8.1.1. Preparacioén de controles

Cada control se preparé disolviendo 4 mg del control en 1 mL de DMSO a partir de esta
concentracion se tomo una alicuota de 10 uL y se depositaron en un primer pozo con 190
uL de agua estéril obteniendo una concentracion de 10 uL/mL a partir de esta se hicieron
7 diluciones seriadas tomando 40 uL y depositandola en los pozos con 160 uL de DMSO
al 10%.

5.2.8.1.2. Preparacion de muestras

Se disolvié 4 mg de extracto en 1 mL de DMSO y se tomé de esta concentracion una
alicuota de 25 uL que se deposité en un pozo con 175 uL de agua estéril a partir de esta
concentracion se hicieron 3 diluciones mas tomando alicuotas de 40 pL en pocillos con
160 uL de DMSO al 10%.
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5.2.8.2. Bioensayo

5.2.8.2.1. Suspensioén celular

Las lineas celulares se cultivaron en medio de RMPI utilizando las células en fase
logaritmica de crecimiento hasta el 60-70% de confluencia.

Las células se despegaron para proceder al conteo y se diluyeron para tener una
suspension de aproximadamente 10% células/mL. De esta suspension se tomaron
alicuotas de 190 puL para adicionar en los pozos que previamente contenian 10 uL de las
diferentes concentraciones de las muestras a analizar y los controles, cada uno por
triplicado. Se homogeneizaron y se incubaron a 37 °C por 3 dias en atmdsfera del 100%
humedad y 5% de CO..

5.2.8.2.2. Fijacion celular

Transcurrido el tiempo de incubacion se fijaron las células con TCA al 20%.

5.2.8.2.3. Tincién celular

El desarrollo de color se realizdé con SRB y se solubilizé el colorante enlazado con TRIS-

base para realizar la lectura de absorbancia a una longitud de onda de 545 nm.

5.2.8.2.4. Determinacion de Clsg

Los resultados obtenidos se expresan como la concentracion que inhibe el 50% del
control de crecimiento después del periodo de incubacion (Clsg). ElI porcentaje de
crecimiento se determind promediando los valores obtenidos de las diferentes

concentraciones de los controles y las muestras con la siguiente férmula:

Abscélulas+muestra + Abscélulas tiempo inicial

X 100

% Crecimiento =
Abscélulas+DM5010% + Abscélulas tiempo inicial
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Se graficod el porcentaje de crecimiento contra sus respectivas concentraciones en el
programa Table Curve 2D v5.01. Se consideraron con actividad citotoxica las fracciones

con una Clsg <20 pg/mL.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1. Estudio quimico de los aceites esenciales de tres especies de Hyptis

El analisis de los aceites esenciales mediante cromatografia de gases acoplada a la
espectrometria de masas se realizé a través de la comparaciéon de los espectros de
masas generados para cada uno de los picos en cada muestra con aquellos de muestras
auténticas, obteniendo los cromatogramas y compuestos listados en las Figuras 3-5,
Cuadros 18-20.

6.1.1. Composicién quimica del aceite esencial de hojas y flores de Hyptis atrorubens
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Figura 3. Cromatograma registrado por cromatografia de gases del aceite esencial de
Hyptis atrorubens.

|

Cuadro 18. Analisis por CG-EM de los compuestos identificados en el aceite esencial
de Hyptis atrorubens.

Nombre Area % tr (S) Similitud
3-octanona 9.5 331.6 889
Camfeno 2.0 399.8 906
Biciclo[3.1.1]hept-2-ano, 2,6,6-trimetil 13.5 343.2 923
3,6-Dimetil-4-octanona 6.7 404.6 786
Copaeno 1.5 5171 884
Cariofileno 22.1 535.3 955
Aromadendreno 3.9 549.7 892
Oxido de cariofileno 1.2 567.2 892
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6.1.2. Composicién quimica del aceite esencial de hojas y flores de Hyptis pectinata
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Figura 4. Cromatograma registrado por cromatografia de gases del aceite esencial de

Hyptis pectinata

Cuadro 19. Analisis por CG-EM de los compuestos identificados en el aceite esencial

de Hyptis pectinata.

Nombre Area % tr (s) Similitud
a-Pineno 3.3 167.4 965
Fenol, 2-metoxi-3(2-propenil) 1.6 338.8 847
a-Cubebeno 2.3 343.3 855
a-Bourboneno 1.7 346.7 897
Cariofileno 20.6 362.0 964
1,3,7-Octatrieno, 3,7- dimetil- 3.1 375.3 879
Germacreno D 14.6 385.6 940
Camfeno 1.2 390.3 855
Oxido de Cariofileno 3.2 4234 921
a-Cadinol 1.6 445.6 866

6.1.3. Composicién quimica del aceite esencial de hojas y flores de Hyptis spicigera
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Hyptis spicigera.
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Cuadro 20. Analisis por CG-EM de los compuestos identificados en el aceite esencial
de Hyptis spicigera.

Nombre Area % tr (s) Similitud
2-Hexenal 6.0 113.3 959
3-Hexen-1-ol, (Z2)- 5.7 117.7 958
Acetato de isoamilo 1.9 137.7 904
a-Pinene 3.1 166.7 961
2,3-Dihidro-1,8-cineol 6.7 172.7 744
1-Nonen-3-ol 6.7 173.0 936
Linalool 4.5 227.0 887
Biciclo[3.1.1]hept-3-en-2-ol, 3.1 249.2 902

4,6,6-trimetil-, [1S-(1a,20,50)]-

p-menth-1-en-8-ol 1.7 270.8 903
2,3-Epoxicarano, (E)- 1.2 283.7 806
a-Bourboneno 1.3 346.6 906
Cariofileno 6.7 361.4 947
Germacreno D 1.4 372.1 843
1,3,7-Octatrieno, 3,7- dimetil- 2.3 375.2 881
Oxido de cariofileno 3.2 423.2 920
Tunbergol 4.7 570.3 853

Se encontroé que el componente mayoritario de H. atrorubens fue el cariofileno (22 %) el
cual es diferente con otros estudios que reportan al germacreno D, limoneno y 6xido de
cariofileno como los mas abundantes, los dos primeros no se encontraron en este estudio
pero el éxido de cariofileno estuvo presente en 1.2% (Cuadro 18) este metabolito tiene
gran importancia en la medicina tradicional, se ha encontrado en los aceites de otras
plantas de la familia Lamiaceae y tiene aplicaciones como analgésico, antiinflamatorio y
antifungico, ademas se sabe que el aceite esencial de esta plata tiene actividad
antimicrobiana lo que convierte al aceite de esta planta en uno de gran valor para la

medicina tradicional (Kerdudo et al., 2016).

Los estudios previos del aceite esencial de H. pectinata han dado informacién de
aplicaciones muy importantes, se ha propuesto como una alternativa para el control
bactericida relacionado con la higiene bucal debido a su gran actividad antibacteriana
(Nascimento et al., 2008), también se describe en la literatura que mas del 90% de los
compuestos encontrados en el aceite de esta planta son identificados como

sesquiterpenos los cuales le confieren una gran actividad antibacteriana entre los que
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destacan: alfa-bergamoteno, éxido de cariofileno, alfa-copaeno, alfa humuleno, selina-
4(11)-dieno, beta-salina y cariofileno, este ultimo se encontré en este estudio como el
componente mas abundante 20.6% (Cuadro 19) con actividades bioldgicas importantes
como analgésico en dolor neuropatico en ratones, ademas de actuar como
antiinflamatorio en la inflamacién inducida por Mycobacterium bovis y actividad citotoxica

en lineas celulares de cancer de mama y colon (El Hadri et al., 2016).

El tercer aceite estudiado fue de la especie H. spicigera en el que se encontraron como
principales componentes el cariofileno, 1-nonen-3-ol y 2,3-dihidro-1,8-cineol (Cuadro 20)
Estos resultados coinciden con algunos encontrados en la literatura donde se describe al
cariofileno como el componente principal del aceite esencial (Onayade et al., 1990). entre
otros terpenoides que le confieren propiedades biolégicas importantes como el
encontrado en un estudio reciente donde se comprobd el efecto analgésico que tiene el
aceite esencial en padecimientos dentales (Rodrigues Simdes et al., 2017). Otro
metabolito encontrado fue el 2,3-dihidro-1,8-cineol que se ha reportado en otras plantas
como Laurus nobilis y es un monoterpeno biciclico; por otra parte, los usos de los
metabolitos encontrados en esta planta no solo son biolégicos también se aplican en

otras industrias como la alimentaria donde se ocupa al 1-nonen-3-ol como aditivo.

En algunos casos se notd que la composicion obtenida en este estudio difiere a la
reportada en la literatura quiza por el lugar de colecta, asi como la fecha de recoleccion

que influye en la produccion de metabolitos (Avalos-Garcia et al., 2009).

6.2. Estudio quimico del extracto organico de Hyptis urticoides

6.2.1. Obtencion del extracto y fracciones

A partir de la maceracion exhaustiva de las partes aéreas de H. urticoides con acetona,
se obtuvo un extracto total de 63.5 g, el cual se procesd primero para eliminar a los
triterpenos presentes y se realizé un fraccionamiento por particion para obtener cuatro

fracciones (Cuadro 21).
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Cuadro 21. Cantidad de fracciones
provenientes del extracto de acetona.

Fraccion Peso
Hex 9.25¢
AcOEt 2494 ¢g
iBuOH 0.92g¢g
Acuosa 142 g

6.2.2. Estudio de citotoxicidad

Las fracciones obtenidas del fraccionamiento preliminar se sometieron a una evaluacion

citotoxica empleando a la linea celular HeLa (Cuadro 22).

Cuadro 22. Actividad citotoxica de las fracciones
obtenidas del extracto de acetona.

Fraccién Clso (ug/mL)
Hexano 3.43
AcOEt 1.96
Acuosa >20
iBUuOH C-1 >20

Se describe en la literatura que el fraccionamiento del extracto de una planta monitoreado
por su actividad bioldgica permite aislar o identificar a los compuestos bioactivos (Katiyar
et al., 2012) asi con este estudio se pudo evaluar la actividad citotdéxica que presentaron
las diferentes fracciones provenientes del extracto total frente a la linea celular HelLa y
los resultados obtenidos permitieron la seleccion de la fraccidon y seguir trabajando en
ella.

De la evaluacion citotoxica la mayor actividad se presentd con la fraccion de AcOEt
(Cuadro 22), este resultado fue lo que hizo suponer que en esta fraccién se encontraba
algun metabolito de interés responsable de la actividad bioldgica. Debido a que en la CCF
de estas fracciones se observo que contenian compuestos que absorbian en el UV a 245
y 365 nm, se tom6 como segundo criterio para elegirla. Se sabe que los compuestos

naturales con estructuras aromaticas absorben en el UV a estas longitudes de onda y
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algunos de estos como los terpenoides no absorben en el UV a 230 nm (Bagué-Serrano
et al., 2012).

Se trabaj6o con la fraccion de AcOEt que se someti® a un fraccionamiento por
cromatografia en columna abierta obteniendo 7 conjuntos de fracciones, éstas se
analizaron por CCF y RMN ('H y "3C).

Se decidid seguir trabajando con la fraccion Fe7 (Cuadro 15) , la cual fue
recromatografiada en columna abierta obteniéndose 7 conjuntos de fracciones (Cuadro
16) éstas se analizaron nuevamente por CCF y RMN ('H y '3C) y se observé en las
cromatoplacas que habian compuestos en la fraccién VII (Cuadro 16) que absorbian a
254 y 365 nm y que podria tratarse de algun flavonoide por las sefiales encontradas en

los espectros de RMN.

6.2.3. Separacion de los compuestos

La fraccion VIl se analizé por CLAE y se observaron dos picos principales (Figura 6) a
nivel analitico, pero cuando se intentd separar los picos a nivel preparativo no fue posible

y la muestra se resolvido mediante la técnica de reciclaje durante 14 ciclos (Figura 7)
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Figura 6. Cromatograma de la fraccion VII. Técnica: Corte de nucleo, nivel analitico.
Condiciones cromatograficas: columna Symmetry C-18 (5 um 4.6 x 250 mm); detector de
arreglo de diodos (254 nm), fase movil ACN:H20 (6:4), flujo de elucion: 0.2 mL/min.
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Figura 7. Cromatograma del reciclaje del pico 1 (tr=9.73 min) de la fraccién VII. Técnica:
reciclaje de muestra. Condiciones cromatograficas: Columna Symmetry C-18 (7 um, 19 x 300
mm); detector de arreglo de diodos (254 nm); fase mévil ACN:H2O (6:4); flujo de elucion: 4.0
mL/min.

6.2.4. Analisis de espectros

Se registraron los espectros en el UV, IR y de RMN 'H y 3C de los dos picos reciclados
de la fraccion VI, logrando identificar que se trata de dos flavonoides, uno glicosilado y
el otro no, pero no se logré establecer su estructura completa con la informacién

registrada hasta el momento.

En el espectro en el UV se observan bandas de absorcion a 260 y 310 nm (Figuras 8 y
9) caracteristicas para la banda Il del anillo aromatico A (benzoilo) y banda | del cinamoilo

de un flavonoide.

200.0 > 230 »a So 300 > 320 350 70 250 350 s00.0
B

Figura 8. Espectro en el UV correspondiente al pico 1 de la fraccion VII.
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Figura 9. Espectro en el UV correspondiente al pico 2 de la fraccion VII.

El andlisis de los espectros en el IR presenta bandas caracteristicas para grupos

hidroxilo, alquilico, carbonilo y anillos aromaticos por la presencia de bandas en 3228,

2969, 1692, 1587 y 1519 cm-1 (Figuras 10y 11).
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Figura 11. Espectro en el IR del pico 2 de la fraccion VII.

En los espectros de RMN 'H (Figuras 12 y 13) se analizaron las constantes de

acoplamiento de los protones aromaticos, lo que permitié establecer que el anillo A se
encuentra sustituido en la posicién 7, al observarse los siguientes desplazamientos y
constantes de acoplamiento: 7.06 d (J 2.1 Hz), 6.79d (J 8.2 Hz) y6.95dd (J 8.2y 2.1
Hz), cuyas constantes corresponden a una sustitucion orfo y para. También se observa

un doble enlace trans de acuerdo con los dobletes localizados en 7.50 y 6.27 ppm con
una constante de acoplamiento de 15.9 Hz.

Esta informacion permitio establecer que el producto puede ser una chalcona aunque

deben de realizarse los experimentos bidimensionales para establecer la estructura
correcta
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Figura 13. Espectro de "H-RMN del pico 2 de la fraccion VIl en CDsOD a 400 MHz.

45



En los espectros de RMN "3C (Figuras 14 y 15) se observan sefiales correspondientes a
los protones aromaticos de un flavonoide.
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Figura 14. Espectro de "*C-RMN del pico 1 de la fraccién VIl en CDs0D a 100 MHz.
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Figura 15. Espectro de "*C-RMN del pico 2 de la fraccién VIl en CDs0D a 100 MHz.

T T T T T T T T T T T
170 160 150 140 130 120 110 100 90 0 70 €0 50
f1 (ppm)

46



7. CONCLUSIONES

Se realiz6 el analisis quimico de la composicion del aceite esencial de las partes aéreas
de tres especies de Hyptis utilizando CG-EM, se identificaron metabolitos de gran
importancia en los aceites esenciales poniendo en evidencia el uso de estas plantas en
la medicina tradicional. También se observaron diferencias en la concentracion y
composicion metabdlica de las colectas comparadas con lo reportado por otros autores
poniendo en evidencia el metabolismo de las plantas segun el area geogréfica y

condiciones de colecta.

Se lograron aislar dos flavonoides no reportados previamente en la especie Hyptis
urticoides, ya que unicamente se ha reportado la flavona conocida como salvigenina en

esta especie.

El estudio fue biodirigido monitoreando la actividad con un ensayo de citotoxicidad del
fraccionamiento del extracto de acetona de las partes aéreas de Hyptis urticoides. De
esta forma se selecciond la fraccion activa para su analisis mediante CLAE donde se usé

la técnica de corte de nucleo y reciclaje de muestra en fase reversa.

La informacién espectroscopica registrada hasta el momento no permitié establecer la

estructura de los compuestos de tipo flavonoide.
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8. PERSPECTIVAS

Realizar la purificacion de una mayor cantidad de muestra mediante CLAE para que se
tengan cantidades suficientes para el registro de espectros de RMN y EM para poder

llegar a la estructura de los flavonoides encontrados.

Evaluar la actividad citotoxica de las muestras provenientes del fraccionamiento de la

fraccion AcOEt para concluir el estudio biodirigido.
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