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1. INTRODUCCION

El uso extenso de plantas medicinales para resolver problemas de salud en las

diferentes poblaciones del planeta ha derivado en un impulso por parte de
diversas organizaciones nacionales e internacionales para el desarrollo de
metodologias y técnicas analiticas que permitan determinar la identidad, pureza
y composicion de las drogas vegetales. Por ejemplo, la Organizacién Mundial
de la Salud ha promovido recomendaciones para la regularizacion de productos
terapéuticos con plantas medicinales. Esto se logra mediante la compilacién de
la informacion cientifica con datos sobre seguridad, eficacia y control de calidad
de las plantas de mayor uso, en monografias especificas.

El control de calidad de las plantas medicinales permite la posterior regulacion
de los productos terapéuticos conformados con éstas mediante la
estructuracidon de sus monografias especificas. Son necesarios datos de
seguridad, eficacia terapéutica, identidad, pureza y composicion de las drogas
vegetales los cuales se generan mediante el desarrollo de metodologias y
técnicas analiticas apropiadas.

Bouvardia ternifolia (Cav.) (trompetilla, tlacoxochitl), es una planta medicinal de
uso muy antiguo en México principalmente como estimulante. Es una hierba o
arbusto de 50 cm hasta 3 m de altura. Las flores crecen en agrupamientos en la
parte terminal de la planta, con la corola roja en forma de trompeta y son muy
vistosas. Los frutos son unas capsulitas y las semillas son de color café-rojizo
(Biblioteca Digital, 2009). Se han descrito usos para esta planta como
antipirético, contra el cansancio, antidisentérico, antiespasmaodico y para tratar
la diabetes, entre otros (Martinez, 1989; Biblioteca Digital, 2009; Andrade-Cetto,
2005). La composicion quimica de la droga cruda (partes aéreas) incluye
glucésidos flavonoides, triterpenos y hexapéptidos (Jolad, 1977; Garcia-
Morales, 2015).

A la fecha no existen parametros de calidad tales como pruebas de pureza y
exhaustivas de composicion de la planta medicinal Bouvardia ternifolia lo que

justifica estudios pertinentes para establecerlos.
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Por lo que en el presente trabajo se realizé parte de las determinaciones

necesarias para la estructuracion de la monografia de la planta medicinal
Bouvardia ternifolia (Cav.) Schledtl. (Trompetilla, tlacoxochitl) las cuales son
ensayos de identidad, de pureza, de eficacia terapéutica preliminares, y de

composicion.
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2. ANTECEDENTES

2.1 Familia Rubiaceae

Las rubiaceas son una familia de plantas llamadas normalmente de la “rubia”,
“galio blanco” o familia del “café”. Es una gran familia con 10 mil especies
distribuidas por toda la tierra, aunque tiene su maxima expresion en los
tropicos.

La familia esta subdividida en tres subfamilias: Rubioideae, Cinchonoideae e
Ixoroideae

Muchas de las especies de la familia Rubiaceae son de gran importancia, por
ejemplo: hierba del pajaro (Borreria verticillata (L.)) y coralillo (Hamelia patens
(Jacq.) las cuales tienen usos medicinales. Con interés apicola existe la
golondrina blanca (Richardia scabra (L.)) y Oldenlandia microtheca (Schtldl. &
Cham.) y con interés alimenticio, el café (Coffea arabica) (www.tropicos.org).

2.2 Caracteristicas del género Bouvardia

2.2.1 Género Bouvardia

El género Bouvardia consta de plantas cuyas flores son del orden de las
Gentianales, de la familia Rubiaceae; el género esta formado por unas 30
especies de arbustos y plantas herbaceas originarias de México,
Centroamérica y del sur de EEUU. Algunas especies son Bouvardia hybrida
(hibrido), Bouvardia ternifolia, Bouvardia longiflora, Bouvardia glaberrima,
Bouvardia triphylla y Bouvardia bicolor.

Son arbustos perennifolios que apenas la planta alcanza 60-150 cm de altura,
con hojas opuestas o0 en conjunto de 3-5, ovadas a lanceoladas con 3-11 cm
de longitud. Las flores son terminales, generalmente en racimos. La corola es
tubular con cuatro l6bulos. Las flores son de diferentes colores en las especies,
son de color blanco, amarillo, rosa y rojo.

Bouvardia es un nombre genérico nombrado en honor de Charles Bouvard
(1572-1658), médico de Luis Xlll de Francia, y superintendente del “Jardin du
Roi” en Paris (Reid, 2004).
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2.2.2 Distribucion y habitat
El habitat difiere, pero a menudo crecen en un afloramiento rocoso de laderas

empinadas o barrancas a elevaciones superiores a 500 msnm, las condiciones
ambientales varian de xéricas a muy meésicas (Blackwell, 1968). En la Figura 1
se muestra la distribucion geografica mundial del genero Bouvardia

(CONABIO, 2019).

Datos de mapas ©2019 Imagenes ©2019 NASA, TerraMetrics | Términos.

Figura 1. Distribucion geogréfica del género Bouvardia
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2.3 Caracteristicas de la especie Bouvardia ternifolia.

2.3.1 Clasificacion taxonémica
La clasificacion taxonémica de esta planta se obtuvo de la base de datos

WWWw.tropicos.org y se muestra en la Tabla 1.

Tabla 1 Clasificacion botanica de la especie Bouvardia ternifolia

Reino Plantea
Subreino Tragueobionta (plantas vasvulares)
Superdivision Spermatophyta (plantas con emillas)
Division Magnoliophyta (plantas con flor)
Clase Magnoliopsida (dicoriledoneas)
Orden Gentianales
Familia Rubiaceae
Subfamilia Rubioideae
Género Bouvardia
Especie B. ternifolia

2.3.2 Descripcion
Bouvardia ternifolia (Cav.) Schitdl. (Rubiaceae) (Figura 2) consta de arbustos que
alcanzan un tamafio de hasta 2 m, con ramas con bellos, sus hojas comiunmente
estan verticales de 3 por nodo, estipulas pequefias. Con flores tubulares, de color

salmaon, rojo o naranja.

) :‘_‘3\

Figura 2. Bouvardia ternifolia (Cav.).(Rubiaceae)
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2.3.3 Distribucion

Bouvardia ternifolia es nativa de Norte América, crece desde el sureste de Texas y
Nuevo México hasta el sureste de Arizona en Estados Unidos de Norteamérica.
En México es posible encontrarla en los estados de Chihuahua, Coahuila,
Durango, Nuevo Leo6n, Sonora, Sinaloa, San Luis Potosi, Hidalgo, Michoacan,
Nayarit, Tamaulipas, Tlaxcala, Veracruz, Oaxaca, Puebla, Querétaro, Guanajuato,
Estado de Meéxico y Ciudad de México (Figura 3) (www.tropicos.org,

www.naturalista.mx/taxa/147990-Bouvardia-ternifolia).

KENTUCKY VIRG

CARO!

OKLAHOMA TENNESSEE SRl
ARKANSAS

CAROLINA
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ALABAMA GEORGIA
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c“'@s R éelice
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Figura 3.Distribucién geogréafica de Bouvardia ternifolia en México y Estados

Unidos de Norte América

2.3.4 Habitat
B. ternifolia crece preferentemente en bosques de pino-encino, matorrales y
pastizales xerdfilos, tanto en hébitats desérticos como en montafiosos de los 800 a
3000 msnm, sobre todo en lugares perturbados, a orillas de caminos y carreteras.
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2.3.5 Nombres comunes

Bouvardia ternifolia es comunmente llamada en México como: Contrahierba,
contrahierba colorada, trompetilla, tlacoxochitl (ndhuatl, Estado de México), hierba
del indio, hierba del pasmo (Sinaloa), trompetilla, mirto (Coahuila y Durango),
doncellita (Oaxaca), tabaquillo (Michoacan), nucopuetel (otomi, Puebla), candelilla

(Hidalgo) y doto (otomi, Querétaro) (Martinez, 1989),

2.3.6 Usos

En la mayor parte de la Republica Mexicana sus principales aplicaciones en la
medicina tradicional son para tratar mordeduras de vibora, picadura de abeja,
alacranes, arafias, ciempiés y hormigas asi como para aliviar el dolor o apagar la
erisipela. También se utiliza para aliviar la disenteria, rabia, dolor de estomago, tos
ferina, absceso vaginal. Se le atribuyen propiedades analgésicas y sedantes,
generalmente es administrada en infusiones provenientes de las partes aéreas de
la planta (tallos, hojas y flores) (Jolad et al., 1977; Zalacain et al., 1982; Pérez-
Gutiérrez et al., 1998; Andrade-Cetto y Heinrich, 2005; Jiménez-Ferrer et al., 2005;
Garcia-Morales et al., 2015)

2.3.7 Estudios farmacologicos

De acuerdo a estudios realizados con B. ternifolia se ha encontrado que tiene un
potente efecto inhibitorio sobre la enzima acetil-colinesterasa, y contribuye de
manera importante a disminuir la inflamacion. Asimismo, se han comprobado las
actividades de esta planta tales como, antioxidante, antitumoral, citotdxica y contra
el veneno de Centruroides limpidus limpidus, y mas recientemente su actividad
antidiabética. Estudios cientificos con el extracto hidroalcohdlico de esta planta
han mostrado que favorece la proteccion del sistema nervioso al tener un potente
efecto nootrépico (Jolad et al., 1977; Zalacain et al., 1982; Pérez-Gutiérrez et al.,
1998; Andrade-Cetto y Heinrich, 2005; Jiménez-Ferrer et al., 2005; Garcia-Morales
et al., 2015).
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2.3.8 Estudios fitoquimicos de Bouvardia ternifolia

De las partes aéreas de esta planta se han aislado componentes peptidicos como
la bouvardina (Jolad et al., 1977). De igual manera, se han reportado algunos
compuestos derivados de ésta como la desoxibouvardina, asi como algunos
derivados metilados (Bates et al., 1983). Por otro lado, otros estudios cientificos
realizados han encontrado al &cido ursolico, acido oleandlico y diversos
flavonoides como: rutina, quercetina y kaemferol como metabolitos secundarios de

la especie vegetal (Garcia-Morales, 2015; Herrera-Ruiz et al., 2012).

2.4Composicién quimica
Se han aislado de las partes aéreas de B. ternifolia componentes como los que se

muestran en la Tabla 2.

Tabla 2. Principales metabolitos secundarios aislados de B. ternifolia

Triterpenoides
Estructura Referencia

Acido ursdlico

Herrera-Ruiz et al.,

Acido oleandlico 2012; Garcia-Morales

et al., 2015
Ester de polifenol
Acido clorogénico HO, _co.H Garcia-Morales et al.,
@ o 2015
HO" ™" Y0 =
OH oH

OH
Flavonoides
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Herrera-Ruiz et al.,
2012; Garcia-Morales
et al., 2015

Rutina
Quercetina OH
OH
HO o)
(1)
OH O Herrera-Ruiz et al.,

OH
Kaempferol O OH 2012
OH

OH O
3-O-ramnopiranosido OMe
de quercetina OH
oo L
searT
O—~771o
oH o Mo Garcia-Morales et al.,

= 2015

3-0O-glucopiranésido
de quercetina O on

OH O OH
Cumarina

Escopoletina = ON Garcia-Morales et al.,
0~ "o OH

Iridoide monotérpenico
o Cruz, 2017

Asperulésido

H
AcO Oglu
Péptidos
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Bouvardina

Jolad et al., 1977;
Zalacain etal., Bates et
al., 1983

Desoxibouvardina

6-O-Metilbouvardina Bates et al., 1983

2.4.1 Acido ursoélico
El acido ursdlico (Figura 4) es un compuesto triterpenoide penta ciclico
frecuentemente usado en la medicina herbolaria china. Muestra efectos
antitumorales, antiangiogénicos, protectores del higado e hipolipemiantes; inhibe
formacién de especies reactivas de oxigeno (ROS) y tiene pocos efectos
secundarios toxicos.
Estudios recientes han reportado que el acido ursdlico funciona como anti
oxidante, inhibe la peroxidacion lipidica, inhibe la proliferacion celular e induce la
apoptosis mediante la inhibicion de miRNA-21. Por otra parte, presenta efectos de
proteccion renal, antiinflamatorio, antioxidante, anti proliferativo, anti cancer,
antitumoral, antimutagénico, anti-aterosclerético, antihipertensivo, anti leucémico y
propiedades antivirales (Lu et al., 2015).
En los efectos anti proliferativo, anti tumor y anti leucémico actia mediante la via
de la supresion del factor NF-kB e inhibicion de la expresidon de genes reguladores
de NF-kB como lipoxigenasa, COX-2, MMP-9 e iNOS (Checker et al., 2012).
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Figura 4. Estructura del acido ursélico (1)

2.4.2 Bouvardinas

Son ciclo hexapéptidos integrados por dos moléculas de L-alanina, una D-alanina y
tres de N-metil-L-tirosina modificadas y contiene un anillo de 14 miembros formado
por acoplamiento oxidativo del oxigeno fendlico de una tirosina al carbono orto al
grupo hidroxilo fendlico de una tirosina adyacente.

La bouvardina (Figura 5) es un compuesto antitumoral que inhibe la sintesis de
proteinas en células eucariotas, actia a nivel del ribosoma 80 S en un sitio
involucrado de alguna manera con la interaccion de EF1 y EF2. Inhibe la union
dependiente de EF1 del aminoacil-ARNt y la translocacién dependiente de EF2 del
peptidil-ARNLt (Zalacain et al., 1982). Se ha encontrado que la bouvardina inhibe la
transcripcion del ARNm y por lo tanto inhibe la expresion de la proteina (Tobey et
al., 1979).

Figura 5. Estructura de la Bouvardina (2)
2.4.3 Asperulésido
El asperuldsido (Figura 6) es un metabolito secundario de tipo iridoide en forma de
glucésido (Lopes et al., 2004). Los iridoides en general son una clase importante

de productos naturales con esqueleto de monoterpeno que pueden presentar

11
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diversas actividades biolégicas como antiviral, antitumoral, antiinflamatoria,

antinociceptiva y antimicrobiana (Wu et al., 2013); contienen en su estructura un
anillo de ciclopentano, generalmente fusionado a un anillo heterociclico oxigenado
de seis miembros. El asperulésido se ha aislado a partir de diversas fuentes
vegetales como Paederia scandens (Wu et al., 2013), Phychotria leiocarpa (Lopes
et al., 2004), Morinda officinalis (Zhang et al., 2018), Herba paederiae (Qiu et al.,
2016), entre otras.

En experimentos efectuados en modelo animal de ratas con sindrome metabdlico,
la administracion de extracto acuoso de hojas de Eucommia ulmoides y de
asperulésido, estimularon la actividad antiobesidad y anti sindrome metabdlico
(Fujikawa, 2012). Por otra parte, en experimentos llevados a cabo por Qiu et al. en
2016, se demostro que el asperuldsido tiene un efecto protector en casos de dafio
agudo en el pulmén inducido por lipopolisacéridos a través de mediadores que
regulan la inflamacion, y los mecanismos por los cuales ejerce su efecto
antiinflamatorio estan correlacionados con la inhibicién de la produccién de TNF-q,
IL-18 e IL-6 via inactivacion del NF-kB y rutas de sefializacion MAPK.

Estudios efectuados en ratas con glucosidos iridoides como el éster metilico de
acido paederosidico, paederésido, asperuldsido, ester metilico del acido desacetil
asperulosidico y acido asperulésido de Paederia scandens (Lour.) Merr.var.
tomentosa (Rubiaceae) demostraron que posee notables efectos
hepatoprotectores al disminuir el estrés oxidativo en el tejido de higado mediante
la disminucién de los niveles de aspartato transaminasa y alanino transaminasa
(Peng, et al., 2015)

Figura 6. Estructura del asperuldsido (5)

12
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2.5Diabetes mellitus (DM)
La diabetes es una enfermedad sistémica que provoca trastornos cronicos

degenerativos, asociados a efecto de hiperglucemia cronica. ElI desorden
metabodlico es de caracter heterogéneo, con grado variable de predisposicion
hereditaria y con participacion de diversos factores ambientales.

La hiperglucemia crénica se debe a la diferencia en la produccién o accién de la
insulina, afectando directamente el metabolismo de los carbohidratos, proteinas y
lipidos, que con el tiempo dafia gravemente muchos o6rganos y sistemas,
especificamente los nerviosos y los vasos sanguineos (NOM-015-SSA2-2010).
Existe la diabetes Tipo 1 (DM1) y la Tipo 2 (DM2) (Figura 7), siendo la Tipo 2 la
mas prevalente en el mundo, sin embargo la DM1 denominada anteriormente
como diabetes insulino dependiente o juvenil, se caracteriza por hipoglucemia
causada por la destruccién de las células beta del pancreas (Figura 7), resultando
en la ausencia de sintesis de la hormona insulina (NOM-015-SSA2-2010).

La DM2 es la mas comun en el mundo, se estima que alrededor del 90% de las
personas que padecen diabetes mellitus poseen esta variante la cual cursa con un
defecto en la secrecion de insulina, generalmente acompafiada con resistencia a
la misma, provocando hiperglucemia.

La DM2 es el problema méas importante de salud publica en el mundo, ya que
provoca complicaciones en el organismo tales como ataques cardiacos,
accidentes cerebro vasculares, insuficiencia renal, amputaciones de miembros
inferiores y dafio neuroldgico, lo que incrementa el riesgo de muerte prematura.
(OMS 2019, IDF).

13
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Figura 7. Diabetes mellitus Tipo 1y Tipo 2 (www.meditip.lat, 2019)

2.5.1 Enzima a-glucosidasa, su inhibicién en el tratamiento de la DM2
Las a-glucosidasas son enzimas que se encuentran en la luz del intestino delgado
sobre la membrana de los enterocitos (Figura 8), lugar donde se realiza el Gltimo
paso de la digestion de los carbohidratos; forman parte de la familia de enzimas
que catalizan la hidrdlisis del enlace glucosidico de carbohidratos complejos como
oligosacéridos, trisacaridos y disacéaridos, liberando monosacéaridos como la
glucosa en el borde del cepillo del intestino delgado. Este tipo de enzimas también
pueden romper enlaces O-, N- y S-glucosilados (Borges de Melo et al; 2006; Israili,
2011; Aoki et al., 2019).

A L8 _ g oligosacarido
/ Vi : ; v ‘ _, yoen
Vellosidades / S
Intestino F ¥ @y & \
/ 2 <
e \ (™
2 (S
=~

Microvellosidades

Enterocitos
Figura 8. Localizacion de las enzimas a-glucosidasas (Rangel, 2015).
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La inhibicion de estas enzimas reduce la tasa de digestibn de carbohidratos,

blogueando asi el aumento repentino de glucosa, lo que resulta en una
disminucién de la hiperglucemia postprandial. Por lo anterior, sus inhibidores son
usados ampliamente como farmacos de primera linea para el tratamiento de la
DM2 recién diagnosticada y que no puede ser tratada de manera adecuada con
solo dieta y ejercicio, debido a su modo de accién unico al controlar la liberacion
de glucosa proveniente de carbohidratos complejos y disacaridos de la
alimentacion. El tratamiento con a-glucosidasas también puede ser usado en
combinacion con sulfonilurea, insulina o metformina (Borges de Melo et al., 2006;
Derosa y Maffioli, 2012; Aoki et al., 2019).

Los inhibidores de a-glucosidasas mejor conocidos y que se han utilizado
ampliamente para el tratamiento de DM2 son:. la acarbosa, el miglitol y la
voglibosa. Estos agentes son mas efectivos para disminuir la hiperglucemia
postprandial y deben evitarse en pacientes con insuficiencia renal significativa
(Olokoba et al., 2012; Wu et al., 2013).

La acarbosa (Figura 9) disminuye la incidencia de eventos cardiovasculares y
previene la progresion de la diabetes en individuos con tolerancia a la glucosa
(IGT), puede reducir el peso corporal, mejorar la presion arterial y atenuar la hiper
trigliceridemia en ayunas y postprandial. Estas acciones la convierten en una
opcion util para el manejo del sindrome metabdlico y la pre-diabetes. EI miglitol
(Figura 9) reduce los niveles séricos de insulina, se recomienda en monoterapias o
terapia combinada con una sulfonilurea, metformina o insulina. La voglibosa
(Figura 9) también reduce el desarrollo de la DM2 en individuos con ITG. Tanto el
miglitol como la voglibosa son notablemente efectivos para la hiperglucemia
posprandial (Kalra, 2014; Aoki et al., 2019).
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Figura 9. Estructura de la acarbosa, miglitol y voglibosa

2.6 Métodos analiticos

2.6.1 Cromatografia
Es una técnica que permite la separacion de compuestos que se encuentran en
mezcla. Es un proceso en el cual los compuestos de la mezcla son separados
selectivamente por una fase movil ya sea un gas o un liquido y retenidos
selectivamente por una fase estacionaria la cual puede ser sélida o liquida.
Dependiendo de las fases estacionarias y los mecanismos de separacion, la
cromatografia se divide en: Cromatografia de gases y Cromatografia de liquidos
(Tabla 3).
Tabla 3. Tipos de cromatografia y sus mecanismos de separacién
Cromatografia de Cromatografia Gas-Liquido
Gases (particion)
Cromatografia Gas-Solido
(adsorcion)
@ elplziiele ziiEle =8 Cromatografia plana Cromatografia en capa delgada
Liguidos (adsorcion)
Cromatografia en papel

(particion)
Cromatografia en Cromatografia Liquido-Soélido
columna (adsorcion)

Cromatografia Liquido-Soélido
(particion)
Cromatografia de intercambio i6nico
Cromatografia de exclusién
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2.6.2 Cromatografia en capa fina

Es una cromatografia de adsorcion que consiste en un adsorbente solido (fase
estacionaria), distribuido en una placa plana la cual permite que la fase mévil pase
entre el adsorbente. La separacion ocurre cuando uno de los componentes es
retenido por la fase estacionaria mas que los otros compuestos.

El movimiento de cada sustancia en un determinado sistema es particular y es un
dato importante en su identificacion. Esta caracteristica se conoce con el nombre
de Relacion de Frentes (Rf) la cual representa la distancia recorrida por la fase

movil con relacién a la distancia recorrida por un soluto. El calculo del RF es:

Distancia recorrida por un componente desde su origen

I~ " Distancia recorrida por el frente de la fase movil

2.7Pruebas de pureza
Estas pruebas proporcionan informacién sobre las impurezas presentes en la

droga cruda de una planta medicinal.

2.7.1 Determinacion de materia extrafia (MGA-FG 0030)
Este método fue disefiado para determinar la cantidad de contaminantes, ya sea,
cualquier organismo, parte o producto del mismo, diferentes a los nombrados en la
definicién y en la descripcion de la droga vegetal. Es una determinacion primordial
para elaboracion de la monografia de una planta medicinal ya que, para su
procesamiento, es importante constatar que una planta no contenga material
extrafio que pueda ser dafino para su consumo. El limite de materia extrafia es

especifico para cada material vegetal.

2.7.2 Cenizas totales (MGA-FH 0060)
Este método esta disefiado para medir la cantidad de material que queda después
de la ignicion de un material vegetal. Esto incluye tanto a las cenizas fisiologicas

gue proceden del tejido mismo de las plantas, como a las cenizas no fisiologicas
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qgue son el residuo de la materia extrafia (arena y tierra) adherida a las partes

aéreas de la planta y componentes inorganicos de la misma.

2.7.3 Material extraible (MGA-FH 0070)
Este método determina la cantidad de constituyentes extraidos con disolventes a

partir de una cantidad dada de material de planta medicinal.

2.7.4 Peérdida de aguay material volatil (MGA-FH 0080)

Un exceso de agua en materiales de plantas medicinales fomentara el crecimiento
microbiano, la presencia de hongos o insectos y el deterioro seguido de hidrdlisis.
El limite para el contenido de agua es especifico para cada material vegetal.

La determinacion de la cantidad de agua y material volatil es especialmente
importante para un material vegetal que absorbe facilmente humedad o que se
deteriora rapidamente al propiciar un crecimiento de hongos y el deterioro de la
misma planta. El limite de contenido de agua y material volétil es especifico para
cada material vegetal el cual en el presente trabajo, se determind para tanto el

material vegetal fresco como seco.

2.7.5 Metales pesados (MGA-FH 0160)
La contaminacion de material de plantas medicinales con arsénico y metales
pesados puede ser atribuida a muchas causas, incluyendo presencia de los
mismos en el ambiente y trazas de plaguicidas (FHEUM, 2013). Existen limites
permitidos para cada uno de los siguientes: cadmio=0.3 ppm, plomo= 10 ppm,

mercurio=0.16 ppm, cobre= 150 ppm y arsénico=10 ppm.
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3. JUSTIFICACION

Bouvardia ternifolia (Cav.) (Rubiaceae) es una planta con propiedades

terapéuticas dentro de la Medicina Tradicional mexicana, para el tratamiento entre
otras, de la diabetes asi como antipirético, contra el cansancio, antidisentérico y
antiespasmaodico. Estudios quimicos y farmacoldgicos de B. ternifolia derivaran en
la compilacién de informacion técnica y cientifica necesaria para integrar una

monografia Gtil en el control de calidad de sus eventuales productos herbolarios

4. OBJETIVOS

4.10bjetivo general.
Establecer pruebas de identidad quimica, de pureza, de composicion y
preliminares de eficacia terapéutica de la droga cruda de Bouvardia ternifolia
(Cav.) Schitdl. colectada en el centro de México con el fin de generar parte de la

informacion cientifica necesaria para estructurar la monografia de la droga cruda.

4.2 Objetivos particulares.

% Colecta e identificacién botanica del material vegetal (partes aéreas de

B. ternifolia).

% Determinacion de parametros de identidad:
A. Cromatografia en capa fina.
% Determinaciéon de parametros de pureza:
A. material extrafo.
material extraible.
cenizas totales.

pérdida de agua y material volatil.

moo®

metales pesados.
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% Determinacién de parametros de eficacia terapéutica preliminares

A. Efecto inhibitorio sobre la actividad de la enzima a-glucosidasa

¢ Pruebas preliminares de composicion.
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5. PARTE EXPERIMENTAL

5.1 Material

5.1.1 Instrumental de laboratorio

e Matraz bola de 50 mL

e Matraz bolade 5L

e Pipetas graduadas (1 mL, 5 mL, 10 mL y 25 mL)
e Pipeta volumétrica (2.0 mL y 5.0 mL)

e Matraz volumétrico (1.0 mL, 10.0y 1.0 L)
e Tubos Falcon de 15 mL

e Mortero con pistilo

e Crisoles

e Capsulas de porcelana

e Desecador

5.1.2 Disolventes, soluciones y reactivos

e Acetona grado RA

e Acetato de etilo grado RA

e Diclorometano grado RA

e Cloroformo grado RA

e Hexano grado RA

e Metanol grado RA

e Solucidén reveladora de sulfato cérico amoniacal [(NH4)4Ce(SO4)4eH20] al
1% en H2S04 2N

5.1.3 Equipo utilizado

e Balanza analitica OHAUS Pioneer

e Parrilla de calentamiento

e Bafo de ultrasonido marca Sonicor

e Centrifuga marca Labnet modelo HERMLE Z200 A
¢ Rotaevaporador Bichi RE 111
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e Lampara de luz UV UVMS-38 EL Series 3UV Lamp UVP visualizando a
longitudes de onda de 254 y 365 nm
e Mufla

5.2 Material vegetal
Las partes aéreas (tallos, hojas y semillas) de la especie vegetal Bouvardia
ternifolia (Cav.) Schitdl. fueron colectadas en Atotonilco el grande, Hidalgo,
ubicacion geogréafica que corresponde a las coordenadas 29°17.594 N, 98°40.339
O coordenadas en UTM. La planta fue determinada botanicamente por el M. en C.
R. Rios-Gomez.
El material vegetal se dejé secar a temperatura ambiente por un mes y parte de él

fue fragmentado en una licuadora doméstica.

5.3 Ensayos de pureza

5.3.1 Determinacion de materia extrafia
En una hoja de papel blanca se coloc6é una capa delgada de 20 g de hojas, se
inspecciond, se separaron las porciones de material extrafio y se calculo el

porciento de material extrafio en el material vegetal.

5.3.2 Cenizas totales
En crisoles previamente puestos a peso constante, se colocaron 2 g de materia
prima e incineraron entre 500 - 600 °C durante 4 h en una mufla. Se enfri6 en

desecador y pesé. Este ensayo se realiz6 por triplicado.

5.3.3 Material extraible
En un matraz Erlenmeyer de 50 mL se colocaron 4 g de material vegetal y se
agregaron 100 mL del disolvente (etanol 6 etanol-agua); se agité durante 6 h y se
dej6é reposar 18 h. Se filtré y 25 mL del filtrado se colocaron en una capsula de
porcelana previamente puesta a peso constante. Se evapor6 a sequedad en bafio
de agua. Se sec6 a 105°C x 6 h, enfri6 en desecador y pes6. Este ensayo se

realizé por triplicado para cada disolvente.
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5.3.4 Contenido de aguay material volatil

Se colocaron 2 g de material vegetal en un crisol de porcelana previamente puesto
a peso constante. Se secé en horno a 100 - 105°C. Se secd hasta que dos
pesadas consecutivas no difirieron en mas de 5 mg. Este ensayo se realizd por

triplicado.

5.3.5 Metales pesados
Se tomaron 30 mg de cenizas del ensayo de cenizas totales y se realizO un
analisis por Microscopia Electronica de Barrido.

5.4 Ensayo preliminar de composicion
5.4.1 Obtencion del material volatil
50 g del material vegetal se sometieron a un proceso de hidrodestilacién con 500
mL de agua destilada. El hidrodestilado se sometié a un proceso de extraccion por
reparto con éter. Se concentrd a presion reducida con el rotaevaporador. El aceite
esencial obtenido se analiz6 mediante cromatografia de gases/espectrometria de
masas (CG/EM).

5.4.2 Obtencién del extracto de AcOEt
Un kg de material vegetal fue desgrasado con hexano y se extrajo
exhaustivamente con AcOEt (3 x 2 L). El extracto resultante fue concentrado a

sequedad en un rotaevaporador.

5.4.2.1 Fraccionamiento cromatogréafico del extracto de AcOEt
14 g del extracto de AcOEt se adsorbieron en 80 g de gel de silice. La muestra se
aplicé en una columna abierta de vidrio que contenia 280 g de gel de silice. La
elucion se realizé con mezclas de disolventes de polaridad creciente de hexano-
AcOEt. Se recolectaron fracciones de 250 mL cada una, reuniendo un total de 105
fracciones primarias. La composicién de los eluatos se detecté por medio de

cromatografia en capa delgada, en placas de aluminio (3 x 10 cm) recubiertas de
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gel de silice y se agruparon finalmente en 12 fracciones (Tabla 4). Los

compuestos se visualizaron con revelador de sulfato cérico amoniacal.

Tabla 4: Elucién de columna cromatogréfica del extracto de AcOEt
SISTEMA DE ELUCION FRACCIONES RECOLECTADAS CLAVE

Hexano(100) 1-4
Hexano: Acetato de etilo 5-6
(90:10)
Hexano: Acetato de etilo 7-10 9(9-11)
(80:20)
Hexano: Acetato de etilo 11-15 12(12-17)
(70:30)

Hexano: Acetato de etilo 16-20 18(18-23)
(60:40)

Hexano: Acetato de etilo 21-25 24(24-29)
(50:50)

Hexano: Acetato de etilo 26-29

(40:60)

Hexano: Acetato de etilo 30-42 39(39-45)
(30:70)

Hexano: Acetato de etilo 43-52 46(46-48)
(20:80)

Hexano: Acetato de etilo 53-58 50(50-59)
(10:90)

Acetato de etilo (100) 59-105 60(60-69)

70(70-79)

80(80-89)

90(90-99)

100(100-105)
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5.4.3 Aislamiento y purificacion de los metabolitos secundarios

mayoritarios del extracto de AcOEt
5.4.3.1 Aislamiento y purificacion del acido ursdlico (compuesto de
referencia)
En la fraccion F-46 de la columna cromatografica de gel silice, precipitd un solido
amarillo, el cual se separ6 de otros componentes minoritarios por medio de una
placa preparativa de gel de silice. El sélido se identificé por espectroscopia de IRy
por RMN-H.

55 Obtencion del extracto de metanol
Un kg de material vegetal fue desgrasado con hexano y se extrajo
exhaustivamente con metanol (3 x 2 L). El extracto resultante fue concentrado a

sequedad en un rotaevaporador.

5.5.1 Fraccionamiento y aislamiento de la mezcla de Bouvardinas

El extracto de metanol se resuspendidé con 500 mL de una mezcla de agua-
metanol (95:5), se filtr6 por gravedad; posteriormente se realizaron repartos con
hexano (3 x 500 mL), acetonitrilo (3 x 500 mL), diclorometano (3 x 500 mL); las
fracciones se filtraron y evaporaron en rota evaporador y la fraccion de CH2Cl2 se
resuspendié en metanol y se le adicionaron unas gotas de éter isopropilico para
precipitar la mezcla de Bouvardinas. El precipitado color café oscuro se analizé
por HPLC-EM.

5.6 Aislamiento y purificacion del asperulésido
Las aguas madres del precipitado de éter isopropilico fueron tratadas con acetona
y precipitd un solido color naranja. Las aguas madre concentradas fueron
sometidas en una columna de gel de silice empleando el sistema de disolventes
gue se muestra en la Tabla 5. La composicion de los eluatos se detectd por medio
de cromatografia en capa delgada, en placas de aluminio (3 x 10 cm) recubiertas
de gel de silice. Los compuestos se visualizaron con revelador de sulfato cérico

amoniacal, resultando en 112 fracciones. El andlisis de la fraccion 12 mostré un
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compuesto mayoritario el cual se purificé a través de una columna de sephadex

empleando metanol como eluyente; el compuesto se aislo de las fracciones 4-5 de
la columna y fue analizado por RMN-H y de 3-C uni y bi-dimensionales.

Tabla 5. Elucion de columna cromatogréfica de aguas madres

SISTEMA DE ELUCION FRACCIONES RECOLECTADAS CLAVE
Hexano (100) 1-2

Hexano: Acetato de etilo 3-5
(50:50)

Acetato de etilo (100) 6-8

Acetato de etilo: Acetona 9-10
(50:50)

Acetona (100) 11-36 12(12-16)
19(19-24)
25(25-28)
29(29-34)
Acetona: Metanol (90:10) 37-45 37(37-40)
42(42-48)

Acetona: Metanol (80:20) 46-51 49(49-52)
Acetona: Metanol (70:30) 52-54 53(53-54)

Acetona: Metanol (60:40) 55-66 55(55-60)
61(61-64)
Acetona: Metanol (50:50) 67-77 65(65-68)
69(69-72)

91-95 89(89-112)
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5.7 Determinacion de parametros de eficacia terapéutica preliminares

5.7.1 Determinacion del efecto inhibitorio sobre la actividad de la enzima
a-glucosidasa

La evaluacion de la actividad inhibitoria de las fracciones y de los compuestos
aislados sobre la enzima a-glucosidasa se realizd utilizando la metodologia
descrita por Rangel en 2015.
Preparacién de la solucion stock de la enzima: se resuspendié 1 mg de liofilizado
de la enzima a-glucosidasa de S. cerevisiae en 500 pL de solucion amortiguadora
de fosfatos (NaH2PO4/NazHPO4, 100 mM, pH=7) y se dejo rehidratar por 4 horas.
Posteriormente, se realizé una diluciébn para obtener una concentracion final de
1 U/mL.
Preparacion de la solucién de p-nitrofenol-a-D-glucopirdnosido: se pesaron 3 mg
de p-nitrofenol-a-D-glucopiranosido y se disolvieron en 2 mL de solucién
amortiguadora de fosfatos 100 mM, para obtener una concentracion de 5 mM.
Todas las evaluaciones se realizaron en placas de Elisa de 96 pozos (250 pL de
capacidad), y se leyeron las absorbancias utilizando un lector de placas marca
BioRad® modelo iMark a 415 nm.
Cada extracto, fraccibn o compuesto aislado se evalué como inhibidor de la
enzima a-glucosidasa de S. cerevisiae preparando soluciones stock de cada
muestra a concentraciones de 10000 ppm para los extractos y/o fracciones y de
30 mM para compuestos puros.
Posteriormente, se calculé la concentracion inhibitoria 50 (Clso) para cada
muestra. Para esto, se evaluaron cinco diferentes concentraciones de cada
inhibidor que estuvieran en el intervalo del 10 al 100% de inhibicion.
Procedimiento: se colocan en cada pozo de una placa de Elisa, 20 yL de la
solucion de la enzima y el volumen de inhibidor correspondiente a la concentraciéon
a evaluar y se completa el volumen a 90 pL con amortiguador de fosfatos (100
mM, pH=7). Posteriormente, la placa se incubd durante 10 min a 37°C y
seguidamente se adicionaron a cada pozo 10 pL del sustrato p-nitrofenol-a-D-
glucopiranosido (po-NPG; 5 mM); se determinaron las absorbancias de las

muestras a tiempo cero (To). Después, se incubd por segunda vez la placa a 37°C
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durante 20 minutos para obtener la lectura a T20. El ensayo se basa en la

cuantificacion de la cantidad de p-nitrofenol liberado al medio, el cual es
directamente proporcional a la cantidad de sustrato hidrolizado por la enzima.
Como control positivo se utilizd acarbosa partiendo de una solucion stock 30 pM,
disuelta en solucién amortiguadora de fosfatos (9.7 mg de acarbosa en 500 uL de
solucion amortiguadora de fosfatos).

Los resultados representan el promedio de tres réplicas. El porcentaje de
inhibicibn de las muestras se determind utilizando la siguiente expresion

matematica:

Art20- Ao e s

1- (—) 100 = % de inhibicion
ABT20- ABTO

Donde:

Airz0 es la absorbancia de la muestra registrada a los 20 minutos de reaccion;

Arro es la absorbancia de la muestra registrada al tiempo cero de reaccion;

AsT20 €S la absorbancia del blanco registrada a los 20 minutos de reaccién y

AsTo es la absorbancia del blanco registrada al tiempo cero de reaccion.

Los valores de Clso (concentracion requerida para inhibir en un 50% la actividad de
la enzima) se calcularon a partir del ajuste de las curvas obtenidas al graficar el
porcentaje de inhibicién contra la concentracién, utilizando un analisis de regresion

no lineal con la ecuacion de Hill en el programa Origin 8.0.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1Ensayos de pureza.

Los siguientes ensayos establecen valores preliminares para algunas pruebas de
pureza. No obstante es necesario realizar el analisis con un mayor nimero de
muestras (provenientes de diferentes colectas) que permitan establecer limites

estrechos para cada parametro de calidad.

6.1.1 Determinacion de materia extrafa
Se obtuvo un 3.18% de materia extrafia que consistid solamente en trazas de

tierra.

6.1.2 Cenizas totales
Se obtuvo un valor de 0.5%. (Tabla 6)

Tabla 6. Porcentaje de cenizas totales

Muestra | % Cenizas
T
1 0.4141
0.4748
0.6205
Sgelyl=lelTel 0.50313333

0.10607697
0.21083272

6.1.3 Material extraible
Se obtuvo 0.19 y 0.09% con etanol absoluto y con mezcla etanol-agua (70:30%),
lo que indica que la planta contiene una mayor cantidad de compuestos
medianamente polares (Tabla 7).
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Tabla 7.Porcentaje de material extraible

Muestra % Material % Material
extraible con | extraible con
etanol etanol- agua

1 0.198 0.0893

2 0.186 0.0835

3 0.186 0.08996
Promedio 0.19 0.08758667
DE 0.0069282 | 0.00355451
Ccv 0.03646423 | 0.04058276

6.1.4 Contenido de aguay material volatil

Se analizaron muestras fresca y seca de planta obteniéndose valores de 79.8 y

6.7% respectivamente, lo cual indica un alto contenido de humedad en la muestra

fresca (Tabla 8).
Tabla 8. Porcentaje de agua y material volatil
Muestra % aguay % agua y material
material voléatil muestra
volatil (previamente seca
(muestra a 25°C)
fresca)
1 79.6076 6.9197
2 70.5533 6.5749
3 79.969 6.5146
Promedio 79.7883 6.6697
DE 0.25554839 0.21856698
Ccv 0.00320283 0.03276997
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6.1.5 Metales pesados

No se detectaron metales pesados indeseables (Pb, Cd, Hg As), lo que determina
gue la planta no se encuentra en un entorno que contenga dichos metales. (Figura
10)

] " Spectrum 169
- Lﬂ Wt% o
4=
- -
w -
"t?.' -
e -
2
0—
0 2 4 6 8 kel

Figura 10. Determinacion de elementos inorganicos presentes en B. ternifolia

6.2Ensayo de composicién

6.2.1 Obtencion del material volatil
Se realizé un andlisis mediante cromatografia de gases/espectrometria de masas
(CG/EM) en el cual se observaron escasos componentes en el aceite esencial de
la planta, en su mayoria de naturaleza terpenoide (Tabla 9), siendo mayoritario en
las muestras fresca y seca el (Z)-3-hexen-1-ol en primera instancia y el linalool en

segunda.
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Figura 11. Cromatograma de gases de la fraccion fresca
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Figura 12. Cromatograma de gases de la fraccién seca
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Tabla 9. Componentes volatiles de B. ternifolia

Nombre Similitud PM  Tiempo Molécula Nombre Similitud PM  Tiempo Molécula
de de
retencion retencion
(2)-3- 943 100 8.228 L~ (2)-3- 947 100 8.228
hexen- _ hexen-1- _ /|/
1-ol s~ ol s~

Linalool 960 154 13.157 acetato 932 142 11.499

de (E)-3- OY\/\/\/

hexen-1-
ol

Endo- 921 154 14.320 Linalool 938 154 13.157
Borneol %
HOY

Endo- 934 154 14.305
Borneol

HO'
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6.2.2 Obtencién del compuesto de referencia (acido ursolico)

El compuesto mayoritario del extracto de AcOEt fue identificado como el acido
ursélico (1) (Figura 13) por el andlisis de RMN-'H, espectroscopia de IR y
comparacion con datos de la literatura (Seebacher, 2003) como se describe a
continuacion.

El espectro en el IR (Figura 14) muestra una banda en 3419 cm™ que corresponde
a grupos hidroxilo. En 2926 y 2871 cm™ aparecen bandas muy intensas que dan
evidencia de gran cantidad de grupos carbono-hidrégeno alifaticos; en 1687 cm
la sefal intensa corresponde a un grupo carboxilo de acido, correlacionando con la
sefial ancha de 2300 a 2600 cm del grupo hidroxilo del acido. El espectro de
RMN-13C (Figura 16) muestra 30 sefiales las cuales muestran la presencia de un
doble enlace en &c 122.7 y 143.6 (C-13 y 12), de un grupo carboxilo en ¢ 183.0,
de un carbono base de oxigeno (C-3) en &n 79.1 y 26 sefales alifaticas de 6c 15.4
a 55.2. En el espectro de RMN *H (Figura 15) se observan 8 sefiales singulete,
caracteristicas de triterpenos, en dn 0.686, 0.705, 0.834, 0.845, 0.859, 0.917,
1.064 y 1.184. Es muy probable que dos sefiales estén sobrelapadas, pues para el
acido ursolico se espera observar dos pares de dobletes en 64 0.93 y 1.06. En dH
3.14 se observa un doble de dobles asignado a H-3 y en dn 5.21 un singulete
ancho asignado al hidrogeno vinilico H-12; en &u 2.75 una sefial doble de dobles
asignada al hidrégeno alilico H-18; en dn 2.12 un triplete asignado a los
hidrogenos del metileno H-16. La presencia de este compuesto ha sido reportada
con anterioridad en B. ternifolia (Garcia-Morales, 2015). La identidad del
compuesto se confirmé por la comparacién de sus sefiales en RMN-H con las

reportadas en la literatura (Seebacher, 2003).

Figura 13.Estructura del acido ursdlico (1)
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Figura 16. Espectro de RMN 3C del acido ursélico (100 MHz, CDCls).

El &cido ursdlico siendo mayoritariamente obtenido del extracto de diclorometano
se considera el compuesto de referencia para futuras determinaciones analiticas y

de identidad cromatogréfica.

6.3 Aislamiento de la mezcla de bouvardinas
De la fraccion de CH2Clz obtenida por reparto del extracto de metanol precipitdé un
sélido con éter isopropilico el cual al ser analizado por HPLC-EM (Figuras 17 y
Tabla 10) mostré6 una serie de componentes. El compuesto con tiempo de
retencion (t. r.) de 19.7 min mostro en el espectro de masas un ion molecular de
771 [M*-1], el compuesto con t. r. 20.5 min con un ibn molecular de 755 [M*-1] y el
compuesto con t. r. 21.4 min con un ién molecular de 785 [M*-1]. Estos datos
concuerdan con pesos moleculares esperados para los hexapéptidos bouvardina

(2), la desoxibouvardina (3) y la 6-O-metilbouvardina (Figura 18). Estos
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compuestos de tipo hexa péptido han sido aislados anteriormente de B. ternifolia

(Jolad et al., 1977; Zalacain et al., Bates et al., 1983) y estan implicados en la

inhibiciébn de la sintesis de proteinas, lo cual esta asociado a su actividad

antitumoral. En este trabajo, la mezcla de bouvardinas se analiz6é en el ensayo de

inhibicion de a-glucosidasas.

10 4 |-ESI BPC(all [-1]) Scan Frag=135.0V U1590.d
3.511 *14.0 1
3. *19.7
2.5
24
1.5
Ly *10.1 M
0.5 *7.8
et n L_‘\MWA/‘AJM’L J\A’M»\\
2 4 6 8 10 12 14 16 _18 20 22 24 26 28
Counts vs. Acquisition Time (min)
Figura 17. Cromatograma de liquidos de la mezcla de bouvardinas.
Tabla 10. Datos de HPLC del precipitado de éter isopropilico
Integration Peak List
Peak | Start | RT | End | Height | Area Area %
1 76 | 7.8 | 7.9 | 2759 | 15722 5.33
2 10 ]10.1]10.2| 6485 | 47834 16.2
3 10.4 | 10.5|10.7 | 5619 | 47968 16.25
4 116 |11.8| 12 | 4668 | 51251 17.36
5 13 ]113.1]13.1] 6911 | 31564 10.69
6 13.2 | 13.3|13.3| 3248 | 14695 4.98
7 13.9 | 14 |14.2 | 32981 | 274894 93.12
8 142 | 14.3|14.4 | 16392 | 113251 38.36
9 144 | 145|146 | 8564 | 57125 19.35
10 14.7 [ 14.8|14.9 | 6542 | 50666 17.16
11 15,5 | 15.6 | 15.7 | 3340 | 28287 9.58
12 16.4 | 16.5|16.6 | 5020 | 42215 14.3
13 17.1 | 17.3|17.5| 10033 | 119027 40.32
14 17.6 |17.8|17.9 | 16064 | 163085 55.25
15 17.9 | 18 |18.3 | 25154 | 295198 100
16 18.4 |18.4|18.5| 12185 | 64043 21.69
17 18.7 |18.8|18.8| 4842 | 26673 9.04
18 19.2 [19.3]19.3| 3073 | 15928 5.4
19 19.4 |19.5|19.6| 3779 | 20023 6.78
20 19.6 | 19.7 | 20 | 27285 | 256690 86.96 Bouvardina (2)
“21 20.3 | 20.5|20.6 | 4732 | 37962 12.86 Desoxibouvardina (3)
22 21.3 214|215 | 3216 | 16386 5.55 6-O-Metilbouvardina (4)
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Figura 18. Estructuras de los hexapéptidos

6.4 Aislamiento y purificacion del asperulésido
El compuesto obtenido en la seccion 5.6 (150 mg) de la columna de Sephadex fue
analizado por RMN-H y de 3C (Figuras 20 y 21), e identificado como el iridoide

asperulésido (Figura 19).

Figura 19. Estructura del asperulésido (5)

38



-

RESULTADOS Y DISCUSION

Tabla 11. Datos espectroscépicos de RMN-'H y 13C del asperulésido.

Posicion

© 0 N o o b~ W N P

=
(@]

11
1!
2!

7
4,
=
&

1” (CO, AcO-)

2" (CHs, AcO)

Literatura*

Experimental**

H 13C H 13C
5.75(d, J 2.2 Hz) 99.1 5.99 (1H, J 1.5 Hz) 93.3
7.37(d, J 2.2 Hz) 150.1 7.30 (d, J 2.2 Hz) 150.3

105.2 106.1
3.60-3.10 (m) 36.4 3.68 (d, J 6.4 Hz) 37.4
5.68 (brd, J 7 Hz) 86.5 5.57 (d, J 6.7 Hz) 86.4
5.90 (br s) 128.5 5.73 (s) 128.9
142.9 144.2
3.60-3.10 (m) 44.1 3.38 (m) 45.2
4.85 (br s) 61.5 476 (1H,c, J 1.2 Hz 61.9
H-10.); 4.68 (1H, ¢, J
1.2 Hz H-10p)
173.5 172.7
4.70 (d, J 9.0 Hz) 93.3 4.72 (d, J 7.8 Hz) 100.0
4.20-3.15 (m) 76.9 3.20(1H,dd,J7.9,7.9 74.6
Hz)
4.20-3.15 (m) 76.3 3.30 (m) 77.9
4.20-3.15 (m) 70.2 3.28 (m) 71.6
4.20-3.15 (m) 76.3 3.4 (m) 78.4
3.90-3.68 (m) 61.5 3.95 (1H, dd, J 13.0, 62.8
2.2 Hz, H6’b), 3.68 (M)
173.7 172.4
2.10 (s) 2.07 (s) 20.6

*Experimento en D20 400 MHz
** Experimento en CD30D 400MHz
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Las caracteristicas espectroscopicas del compuesto 5 son las siguientes: El

espectro de RMN-13C (Figura 20) presenté 18 sefiales de las cuales, dos
correspondieron a grupos carbonilo de éster, cuatro carbonos con hibridacién sp?,
dos hidrogenados y dos cuaternarios; también se observaron 12 sefales de
carbonos alifaticos, nueve base de oxigeno, dos de tipo alilico y un metilo de
acetilo. Entre 90 y 100 ppm se observaron dos sefiales de carbonos acetélicos.
Considerando la presencia de siete carbonos base de oxigeno, se identificaron
seis como parte de un azucar y el resto, descontando el grupo acetilo, suman 10

carbonos dando evidencia de la presencia de un monoterpenoide.

4000

172,59
“-172.28
—150.28
—144.26
17833
—106.17
—100.01
—93.32
86.31
7836
7788
7464
~~71.59
6440
2-62.78
A1.91)
45.27
37.45
20,64

3500

3000

2500

2000

172.59

iy

T——|x—172.28

1500

I Al
) L )
_J i __VJ‘_/ N

T T T T T i T T T T "
172.6 172.5 172.4 172.3 172.2 1000
f1 (ppm)

3 11 8 53,
1 8 I
|

| 500

—
2 -
e

T T T T T T T T T
170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20
f1 (ppm)

Figura 20. Espectro de RMN 13C del asperulésido (100 MHz, CD30D)

El espectro de RMN-'H (Figura 21) muestra numerosas sefiales entre 3.2 y 4.8
ppm corroborando la presencia de hidrégenos en carbonos base de oxigeno. En
esta misma region es evidente un doblete de un protén de tipo anomérico (J: 7.8

Hz). También se aprecian cuatro sefiales, una de ellas muy desplazada a campo
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bajo en la region entre 5.6 y 7.3 ppm Yy por ultimo, en 2.0 ppm se observé una

sefal singulete intensa de un metilo de acetilo.
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Figura 21. Espectro de RMN *H del asperulésido (400 MHz, CD30OD)

El analisis del espectro modalidad COSY (Figura 22) mostré interacciones

vecinales entre diversos hidrogenos de la molécula, siendo evidentes las de un

azucar en la molécula entre 3.2y 4.8 ppm.
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Figura 22.Espectro bidimensional COSY del asperulésido (400 MHz, CDsOD)

El espectro HSQC (Figura 23) permiti6 la asignacion de los hidrégenos
correspondientes a cada carbono en la molécula, mostrando la presencia de un
grupo metilo, once metinos, dos grupos metileno (uno perteneciente al azlcar y

otro a la aglicona) y dos grupos carbonilo
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Figura 23.Espectro bidimensional HSQC del asperulésido (CD30D)

Un dato importante para la elucidacion estructural se obtuvo al analizar el espectro
HMBC (Figura 25), en donde se encontraron dos correlaciones entre los dos
metinos de acetales (Figura 24), por lo que éstos deben compartir un atomo de
oxigeno (5.99 y 100 ppm; 4.92 y 93.3 ppm), asi, sumando la cantidad de
carbonos, hidrégenos y oxigenos de los grupos funcionales identificados, da como
resultado una formula de CisH22011. Por medio del célculo del IDH se
determinaron 8 insaturaciones en la molécula, las cuales estan presentes en la

estructura del asperulésido (5).

R
H_ O /MR

Figura 24. Correlaciones en HMBC de los carbonos 1y 1’
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Asi, se asignaron dos sefiales del espectro de RMN-'H a hidrégenos vinilicos en

carbonos independientes (H-3 y H-7), tres sefales de metinos alilicos (H-5, 6y 9),
un metino en un carbono anomérico (H-1’) y otro metino acetalico (H-1); un metilo
en posicion alfa a un carboxilo (H-2”) y metinos y un metileno en carbonos base de
oxigeno (azucar: H-2’-H6’) y por ultimo, un metileno alilico y vecino a un éster (H-
10).

El espectro modalidad NOESY (Figura 26) muestra algunas correlaciones
espaciales entre los hidrogenos H-1y H-1"; H-1y H-9; H-6 y H-5 y H-1" y H-5". En
el espectro no se observan correlaciones entre H-6 y H-5 con H-9 ni con H-1, lo
que sugiere que esos grupos estan espacialmente opuestos. La asignacion de la
estereoquimica de la molécula esta descrita en la literatura (Lev, 2017). Este
constituye el segundo reporte de la presencia de este iridoide en la especie B.
ternifolia (Cruz, 2017).

Este compuesto monoterpenoide esta descrito en la literatura (Wu et al., 2013),
aunque algunos de los valores de desplazamiento quimico en RMN de hidrégeno
y de carbono no fueron coincidentes con los valores de este trabajo. Por otra
parte, el asperulésido fue identificado en las especies Psychotria rubra, P.
serpens, P. manillensis, P. mariana y P. leiocarpia, todas de la familia Rubiaceae,

por lo que se considera compuesto marcador de la misma.

6.5 Determinacion de parametros de eficacia terapéutica
preliminares
6.5.1 Determinacion del efecto inhibitorio sobre la actividad de la enzima
a-glucosidasa
Se determiné el efecto inhibitorio de los compuestos mediante un ensayo
espectrofotométrico. La reaccidon se basa en la cuantificacion de p-nitrofenol
generado por la hidrdlisis enzimatica del a-D-glucopiranosido de p-nitrofenol-a-D-
glucopiranosido empleado como sustrato, por la enzima a-glucosidasa que no ha
sido inhibida por los compuestos de prueba. Asi, la actividad inhibitoria de los

compuestos de prueba hacia la enzima a-glucosidasa es inversamente
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proporcional a la cantidad del p-nitrofenol libre generado durante la reaccion (Oki

et al, 1999)

6.5.1.1 Evaluacion del efecto del 4cido ursoélico sobre la inhibicién de la
enzima a-glucosidasa

El acido ursélico aislado a partir del extracto de AcOEt fue evaluado mediante el

ensayo del efecto inhibitorio sobre la actividad de la enzima a-glucosidasa,

comparando su inhibicion con la de la acarbosa (Figura 27). El &cido ursélico

mostré una Clso = 45.11 + 1.64 pM (Figura 28).

90 4
60 -

:g ®  Acarbosa

Q

=

§ 301 Clso=585.8+10.76 yM
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Acarbosa (mM)

Figura 27. Curva de inhibicion enzimatica de la acarbosa
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Figura 28. Curva de inhibicién enzimatica del acido ursaélico

6.5.1.2 Evaluacion del efecto de la mezcla de bouvardinas sobre la
inhibicién de la enzima a-glucosidasa

La mezcla de bouvardinas obtenidas a partir del extracto de metanol fue evaluada

mediante el mismo ensayo del efecto inhibitorio sobre la actividad de la enzima a-

glucosidasa, comparando su inhibicion con la de la acarbosa (Figura 29). La

mezcla de bouvardinas mostré una nula actividad inhibitoria hacia la enzima a-

glucosidasa.
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Figura 29. Curva de inhibicién enzimética de la acarbosa

6.5.1.3 Evaluacién del efecto del asperulésido sobre la inhibicion de la
enzima a-glucosidasa

El asperuldsido obtenido a partir de las aguas madres del precipitado de acetona

fue evaluado mediante el mismo ensayo del efecto inhibitorio sobre la actividad de

la enzima a-glucosidasa, comparando su inhibicion con la de la acarbosa. El

asperuldsido mostré una nula actividad inhibitoria hacia la enzima a-glucosidasa.
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7. CONCLUSIONES

1. En este trabajo se llevaron a cabo exitosamente pruebas de identidad, de

pureza, de composicion y preliminares de actividad biolégica sobre la especie
vegetal Bouvardia ternifolia (trompetilla).

2. De la especie vegetal B. ternifolia fue posible aislar e identificar acido
ursélico (1) como componente mayoritario en el extracto de AcOEt. Otros
compuestos fueron una mezcla de bouvardina (2), desoxibouvardina (3), 6-O-
metilbouvardina (4) y el glucdésido iridoide asperuldsido (5).

3. De acuerdo a los resultados preliminares de actividad biolégica obtenidos
se puede decir que los triterpenoides son los que podrian influir en la actividad
antidiabética de los extractos de la planta.

4. Los resultados obtenidos seran de utilidad para conformar parte de la

monografia de la planta medicinal B. ternifolia.

8. PERSPECTIVA
Continuar llevando a cabo pruebas de eficacia terapéutica con compuestos que

eventualmente se aislen de la planta medicinal B. ternifolia
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Figura A3. Espectro de RMN-13C de acido ursélico (1) (100 MHz, CDCls)
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Figura A4. Espectro de RMN-13C de acido ursélico (1) (100 MHz, CDClIs, expansion)
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Figura A6.Espectro de RMN-'H de asperulésido (5) (400 MHz, CDsOD, expansion)
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