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. INTRODUCCION
1. INTRODUCCION
En el mundo las plantas juegan un papel importante entre sus pobladores debido
a sus diferentes usos como: medicinales, alimenticios, ceremoniales, agronémicos,
cosmeéticos, etc. En México, las plantas son utilizadas con fines terapéuticos desde
tiempos prehispanicos, como lo evidencian los textos mas antiguos de la medicina
tradicional Mexicana: “Codice de La Cruz-Badiano”, escrito en nahuatl por Martin de la
Cruz y traducido al latin por Juan Badiano, en el que se describe 251 plantas y “La Historia
de las cosas de la Nueva Espafa”, escrita por Fray Bernardino de Sahagun, que incluye
123 plantas (Del Pozo, 1991).

Entre los géneros de plantas relevantes en la medicina popular Mexicana, se
encuentra el género Physalis, puesto que varias de sus especies han sido utilizadas para
tratar diversos padecimientos asi, P. gracilis se ha empleado para tratar algunos tipos de
colecistopatia, P. nicandroides para reduccion de sintomas y signos de edemas, P.
orizabae como antidiarreico y para contrarrestar la colecistopatia, P. ixocarpa como
diurético y para tratamientos de cefalea, dolor estomacal, dolor de amigdalas, entre otros
y P. cinerascens es utilizada para disminuir padecimientos gastrointestinales e
infecciones cutaneas (Santiaguillo y Blas, 2009). Physalis pertenece a la familia
Solanaceae y agrupa alrededor de 84 especies. En México es el segundo género con
mayor numero de especies (65) de las cuales 37 son endémicas (Martinez et al., 2017).

Con estos antecedentes, diversos investigadores han tenido interés en el estudio
guimico de Physalis para poder constatar sus usos tradicionales, por ejemplo, Huang et
al. (2020) consideran a las withandlidas como las principales sustancias biolégicas que
sustentan el uso tradicional de especies del género Physalis, ya que investigaciones
farmacoldgicas de algunos de estos metabolitos secundarios han mostrado que ellos
presentan actividades biolégicas como  antiinflamatoria, antimicrobiana,

inmunoreguladora, anticancer, etc.

El presente proyecto comprende el primer estudio quimico de Physalis volubilis
Waterf., especie endémica de nuestro pais, cuya investigacién ampliara el conocimiento

quimico del género.
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2.1. Familia Solanaceae

La familia Solanaceae reune 96 géneros y alrededor de 2,300 taxones, sus
especies se distribuyen en regiones tropicales, subtropicales y zonas templadas. La
principal importancia de esta familia radica en su uso como fuente de alimento, por
ejemplo: la papa, el tomate, el jitomate, la berenjena y el chile. Otras especies son de uso
industrial como el tabaco o bien ornamentales como la petunia, el floripondio, la copa de
oro y el huele de noche.

Entre los géneros importantes de Solanaceas se encuentran Solanum, Lycianthes,
Cestrum, Datura, Capsicum y Physalis (Vargas et al., 2003), ya que varias de sus

especies son de uso medicinal, ceremonial o estimulante.
2.2. Género Physalis

El género Physalis incluye alrededor de 90 especies distribuidas principalmente
en Estados Unidos, México, Centroamérica, Sudamérica y las Antillas (Whitson y Manos,
2005).

La importancia del género Physalis radica en el uso culinario de los frutos de
algunas de sus especies, asi como en su uso en la medicina tradicional. Un ejemplo del
alto potencial econémico y biolégico del género es la especie Physalis philadelphica
(tomate de céscara, verde o de fresadilla) cuyo fruto es ampliamente consumido, por tal
motivo su cultivo comercial es importante, y la existencia de variedades criollas o
autoctonas en diversas regiones del pais es aun mas relevante, ya que podrian ser
consideradas, al menos, como un recurso genético de gran potencial (Vargas et al.,
2003).

Entre las especies utilizadas para fines alimenticios se encuentran: P. peruviana,
P. pubescens, P. minima, P. chenopodifolia, P. angulata, P. philadelphica, P. coztomatl,
P. gracilis, P. pruinosa y P. nicandroides. Generalmente sus frutos son conocidos como
tomates, nombre popular que deriva del nahuatl “tomatl” (Montes y Aguirre, 1994;
Santiaguillo y Blas, 2009).

En la medicina tradicional algunas especies de Physalis son utilizadas para aliviar
dolores de cabeza, de estdbmago, infecciones de garganta, asma, problemas urinarios,

reumatismo y tumores (Montes y Aguirre, 1994; Rengifo-Salgado y Vargas-Arana, 2013).
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Por mencionar algunos ejemplos, la especie P. coztomatl (tomate agrio o tomate

amarillo) esta descrita en el cddice florentino donde se menciona su uso como
antidiarreico, antipirético, diurético y para el tratamiento de cataratas, manchas hepéticas
en la cara, dolor de estbmago, absceso nasal, asma y flatulencia (Pérez-Castorena et al.,
2006). Otra especie que posee propiedades curativas es P. angulata (bolsa mullaca),
utilizada ampliamente por grupos nativos de Peru, la maceracion e infusion de sus raices
son usadas para la diabetes y hepatitis, la trituracién de su fruto para la sarna, la coccion

de sus hojas y frutos para la inflamacién y la desinfeccién (Mejia y Rengifo, 2000).
2.2.1 Metabolitos en el género Physalis

En esta seccion se mencionan de manera general algunos de los metabolitos
secundarios aislados de especies del género Physalis, entre los que destacan las
withandlidas, diterpenos tipo labdano, ésteres de sacarosa y flavonoides (Zhang y Tong,
2016).

e Withandlidas

Las withandlidas son los metabolitos aislados con mayor frecuencia de Physalis,
aunque también se han encontrado en otros géneros de la familia Solanaceae (Acnistus,
Datura, Deprea, Dunalis, Discopodium, Exodeconus, Hyoscyamus, lochroma, Jaborosa,
Larnax, Lycium, Nicandra, Salpichroa, Trechonaetes, Tubocapsicum, Vassobia, Withania
y Witheringia) e incluso se han reportado en algunas leguminosas como Cassia siamea
(Chen et al., 2011).

Aproximadamente se han identificado 351 withandlidas en el género Physalis
(Huang et al., 2020) y algunas de ellas han sido objeto de diversos estudios de actividad
bioldgica, por ejemplo, withaferina A (1), aislada por primera vez de la planta medicinal
de la india Withania somnifera (Lavie et al., 1965), presenta actividad antimicobacteriana,
antimicrobiana contra bacterias Gram-positivas y Gram-negativas, antiinflamatoria,
neuroprotectora y actividad citotéxica en células de cancer de préstata, de mama, de

leucemia y de melanoma (Patel et al., 2013).
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Quimicamente las withanolidas son esteroides tipo ergostano (28 atomos de

carbonos) y su cadena lateral de nueve carbonos puede estar oxidada en C-22y C-26 o
en C-23 y C-26 para formar un anillo de &- o y-lactona. Las withandlidas que contienen
una &-lactona o d-lactol son tipo A, y si contienen una y-lactona o y-lactol son tipo B (figura
1).

tipo A tipo B
Figura 1. Esqueletos de withandlidas tipo Ay tipo B.

Las withandlidas tipo A son los componentes predominantes en el género Physalis
y se subdividen en dos grupos: grupo 1, esqueleto no modificado y grupo 2, esqueleto
modificado.

Las withandlidas con esqueleto no modificado, grupo 1, figura 2, se caracterizan
por poseer un doble enlace en C-5 o0 un epdéxido en las posiciones C-5y C-6 0 C-6 y C-
7. También al grupo 1 pertenecen las withandlidas intermedias, las cuales se forman a
partir de la apertura del anillo epoxido de 5B,68- o 6a,7a-epoxiwithandlidas y por
reacciones de adicion al doble enlace de C-5 (Chen et al.,, 2011), un ejemplo de
withanolida intermedia es el compuesto 2.

Del género Physalis se han aislado alrededor de 209 withandlidas con esqueleto
no modificado, verbi gratia, withaneomexolida D (2) aislada de P. neomexicana (Cao et
al., 2015), 16B-hidroxiixocarpandlida (3) aislada de P. philadelphica, peruvianodlida A (4)
obtenida de P. peruviana y salpichrélida N (5) aislada de P. hispida (Huang et al., 2020)
(figura 3).
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58,6B-epoxiwithandlida As withandlida 6a,7a-epoxiwithandlida

X \
withandlida intermedia 5a,6a-epoxiwithandlida 6p,7B-epoxiwithandlida

Figura 2. Estructuras generales de withandlidas tipo A, grupo 1 (R1 = Rz = O u OH, H).

o
Figura 3. Withandlidas tipo A, grupo 1, aisladas del género Physalis.
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En cuanto a las withandlidas con esqueleto modificado, grupo 2, figura 4, éstas

presentan estructuras mas complejas con modificaciones principalmente en los anillos C,
D y E. El grupo incluye physalinas, neophysalinas, withaphysalinas, acnistinas y
epiacnistinas, withajardinas, withametelinas, withandélidas de tipo norbornano, sativolidas,
O-lactonas espiranoides, 14a,20a-epoxiwithandlidas, subtriflora-6-lactonas,
nicandrenonas (withandélidas con anillo D aromatico) y jaboroles (withandélidas con anillo
A aromatico) (Chen et al., 2011).

)

withaphysalina 140,20a-epoxiwithanolida

physalina
o ©OH

withanolida

acnistina y withametelina de tipo norbornano
epiacnistina
(0]
(0]
HO O
OH
5-lactona espiranoide  subtriflora-3-lactona sativolida jaborol

O._OH

nicandrenona
Figura 4. Estructuras generales de withandlidas tipo A, grupo 2 (R1=OHyYy H,uO; R2=

OH o H).
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Del género Physalis se han identificado aproximadamente 104 withanélidas con

esqueleto modificado, correspondientes a physalinas [aromaphysalina A (6) aislada de
P. angulata], neophysalinas [physalinol A (7) aislada de P. alkenkegi], withaphysalinas
[withaphysalina Y (8) aislada de P. angulata], nicandrenonas [withahisdlida | (9) aislada
de P. hispida] y 14a,20a-epoxiwithandlidas [173-hidroxi-14,20-epoxi-1-0x0-(22R)-witha-
3,5,24-triendlida (10) derivada de P. peruviana] (figura 5).

g

Figura 5. Withandlidas tipo A, grupo 2, aisladas del género Physalis.

Por altimo, las withandlidas tipo B se dividen en dos categorias: ixocarpalactonas
[ixocarpalactonas A (11) y B (12), y 2,3-dihidro-33-metoxiixocarpalactona (13) aisladas
de P. philadelphica] y perulactonas [perulactonas E-G (14-16) aisladas de P. peruviana]
(zhang y Tong, 2016) (figura 6). En las ixocarpalactonas el nucleo del esteroide y el anillo
y-lactona estan unidos por un enlace sencillo entre C-20 y C-22, y las perulactonas
poseen una cadena conformada por los carbonos C-19, C-21 y C-22 que conecta el

nacleo del esteroide y con el anillo y-lactona (Huang et al., 2020).
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Figura 6. Ixocarpalactonas (11-13) y perulactonas (14-16) aisladas de Physalis.

e Terpenos

Los terpenos generalmente son aislados de plantas, pero también se han
identificado en insectos, flora marina y fauna. Estos metabolitos estan constituidos por
unidades de isopreno y se forman en la naturaleza a partir de la biosintesis del acido
mevalonico (Krishnaswamy, 2010).

Los terpenos se clasifican de acuerdo con el nimero de unidades de isopreno que
conforman sus estructuras en:
1. Monoterpenos, contienen dos unidades de isopreno, por lo tanto 10 atomos de
carbono.
2. Sesquiterpenos, contienen tres unidades de isopreno, por lo tanto 15 atomos de
carbono.
3. Diterpenos, contienen cuatro unidades de isopreno, por lo tanto 20 &tomos de carbono.
4. Sesterterpenos, contienen cinco unidades de isopreno, por lo tanto 25 atomos de
carbono.
5. Triterpenos, contienen seis unidades de isopreno, por lo tanto 30 unidades de carbono.
6. Tetraterpenos, contienen ocho unidades de isopreno, por lo tanto 40 unidades de
carbono.

7. Politerpenos, contienen mas de ocho unidades de isopreno.
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Del género Physalis se han aislado diterpenos tipo labdanos, por ejemplo de las

partes aéreas de P. coztomatl se aisl6 physacoztomatina (17) y de las partes aéreas de
P. sordida  se obtuvo 12-O-acetilphysacoztomatina  (18), 12,15-di-O-
acetilphysacoztomatina (19) y physordina (20) (Pérez-Castorena et al., 2006; Pérez-
Castorena et al., 2010) (figura 7).

AcO H
N OAc

19

Figura 7. Diterpenos tipo labdano aislados de Physalis coztomatl y Physalis sordida.

Otro tipo de terpenos que se han encontrado en especies del género Physalis (P.
peruviana) son los carotenoides (figura 8), compuestos que contienen ocho unidades de
isopreno con uno o dos ciclos e insaturaciones. Los carotenoides son colorantes

naturales de amplia distribucion en la naturaleza (Ramadan, 2011).

NN YT

21

Figura 8. B-caroteno.
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e Flavonoides

Los flavonoides son compuestos fendlicos que se caracterizan por poseer dos
anillos aromaticos unidos por una cadena de tres carbonos (Ce-C3-Cs). Se clasifican,
dependiendo de la posicion a la que se une el anillo B al anillo C y del grado de
insaturacion y oxidacion del anillo C, en: antocianinas, chalconas, flavanonas, flavonas,
flavonoles e isoflavonas (figura 9). Estos metabolitos secundarios presentan diversas
actividades biologicas, por ejemplo: antiinflamatoria, antioxidante, antimicrobiana y
algunos inhiben a la enzima a-acetilcolinesterasa. Ademas, son responsables del color y
aroma de las flores, y en los frutos juegan un papel importante para atraer polinizadores

y asi favorecer la germinacion de las plantas (Panche et al., 2016).

OH 0
4 o
o)

chalconas flavanona
O g
OH
(6]

flavona flavonol isoflavona

Figura 9. Algunos tipos de flavonoides.

Los flavonoides se han obtenido de diversas especies de Physalis como por
ejemplo: P. alkekengi, P. angulata, P. ixocarpa, P. peruviana, P. solanaceus y P. minima.
Una de las especies mas analizadas es P. peruviana, de la que se aislaron los flavonoles
rutina (22), miricetina (23) y kaempferol (24) de los calices y frutos. También se identifico
el flavonol 22 en las raices y calices de P. solanaceus y en P. minima se identific6 5,6,7-
trimetoxiflavona (25) (Ser et al., 1988; Drost-Karbowska et al., 1993; Medina-Medrano et
al., 2014) (figura 10).

10
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Figura 10. Flavonoides aislados de Physalis.

e Esteres de sacarosa

Los ésteres de sacarosa son considerados agentes tensoactivos no iénicos que
poseen un lado hidrofilico (sacarosa) y otro lipofilico (dcido graso). Dependiendo del
grado de esterificacién son utilizados como emulsificantes y estabilizantes en industrias
de alimentos, de farmacos y cosméticos (Szlits y Szabé-Révész, 2012).

Del género Physalis se han aislado ésteres de sacarosa de los frutos de P.
nicandroide [nicandrosas A-E (26-30)] y P. solanaceus [solanosas A-C (31-33)], de las
partes aéreas de P. sordida [physordinosas A-D (34-37)] y de los calices de P. peruviana
[peruviosa A (38) y B (39)] (Maldonado et al., 2006; Pérez-Castorena et al., 2010; Pérez-
Castorena et al., 2012; Franco et al., 2014) (figura 11).

Cabe mencionar que en el estudio de P. sordida, las acilsacarosas 34 y 37
mostraron actividad antiinflamatoria con una ICso similar a la de indometacina, compuesto
de referencia. Por otro lado, Franco et al. (2014) mencionan que la mezcla de peruviosa
Ay B (38 y 39) también es activa y sugieren que los ésteres de sacarosa son importantes

compuestos antiinflamatorios en el género Physalis.

11
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o HO
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34 Ry =Ac; R, = jBu
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R0 %
o HO
OH

3C(HZC)8
38 Ry = Ry, = R3 = isobutiril
39 R = R, = isobutiril; R3 = metilbutanoilo

Figura 11. Esteres de sacarosa del género Physalis.

e Alcaloides

Los alcaloides se encuentran ampliamente distribuidos en

las familias

Apocyanaceae, Ranunculaceae, Papaveraceae, Solanaceae y Rutaceae. Se clasifican

en alcaloides heterociclicos y no heterociclicos. Los primeros son aquellos que contienen

nitrogeno como heteroatomo en el anillo heterociclico y los segundos poseen un atomo

de nitrégeno que no forma parte de ningun sistema de anillos. (Wansi et al.

, 2013).

En algunas especies de Physalis se han identificado alcaloides como higrina (40),
cuscohigrina (41) y phygrina (42) (figura 12). Los dos primeros alcaloides se aislaron de

las raices de P. ixocarpa y el tercero se obtuvo de raices y partes aéreas de P. angulata,

P. philadelphica, P. ixocarpa, P. edulis, P. peruviana, P. minima, P. pubescens, P.

viscosa, P. pruinosa y P. alkekengi (Basey et al.

12
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40 41 42
Figura 12. Alcaloides aislados en Physalis.

e Fitoesteroles

Los fitoesteroles son esteroles de origen vegetal que se encuentran en los frutos,
semillas, hojas y tallos de casi todos los vegetales. Su estructura quimica es muy similar
a la del colesterol, sin embargo, la diferencia estructural entre los fitosteroles y el
colesterol radica en la cadena lateral, que en el caso de los fitoesteroles suele presentar
como arborescencias adicionales un metilo o un etilo y también puede presentar
insaturaciones (Lopez, 2005) (figura 13).

Un estudio realizado por Puente et al., 2011, describe que el aceite extraido de la
piel y pulpa de los frutos de Physalis peruviana posee un alto contenido de esteroles,
entre ellos campesterol (43), B-sitosterol (44) y estigmasterol (45). Ademas, los autores
sugieren que los esteroles 44 y 45 pueden ser los responsables de la capacidad de la

fruta para reducir niveles de colesterol.

HO

colesterol

HO HO HO

43 44 45
Figura 13. Estructuras del colesterol y de fitosteroles.
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2.2.2 Estudios farmacologicos de extractos y withandlidas obtenidas de especies

del género Physalis

En esta seccidn se describen brevemente los resultados obtenidos de algunas
pruebas farmacoldgicas que se han realizado a extractos y withandlidas de diferentes

especies del género Physalis.

e Actividad Antiinflamatoria

La inflamacién es una respuesta frecuente e inmediata a estimulos perjudiciales
externos e internos incluyendo infecciones, sustancias quimicas, estrés fisico y
patologias inmunes. Es un fenbmeno complejo e involucra la activacién de muchos tipos
de células como granulocitos, monocitos, macrofagos, linfocitos y mastocitos resultantes
en la sintesis y/o liberacion de una variedad de mediadores, tales como prostaglandinas,
citoquinas, quimiocinas, histamina, etc (Sobolewski et al., 2010).

Estudios de actividad antiinflamatoria han dado resultados positivos para el
extracto de metanol de P. alkekengi (Zhang y Tong, 2016) y para el extracto acuoso de
las raices de P. angulata, cabe mencionar que ambas especies se han utilizado como
anti-inflamatorias en la medicina popular (Bastos et al., 2008; Chen et al., 2011).

Por otro lado, se ha descrito actividad antiinflamatoria de 2,3-dihidrowithaphysalina
C (46) y withaphysalina A (47) aisladas de P. minima; 4B-hidroxiwithandlida E (48),
withaperuviana C (49), physalactona (50) y phyperundlida F (51) aisladas de P.
peruviana; physalina E (52) aislada de P. angulata (Huang et al., 2020) y physalinas A, B
y O (53-55) aisladas de P. alkekengi (Chen et al., 2011) (figura 14). En este ultimo trabajo,
los autores proponen a las physalinas como los principales constituyentes activos de P.
alkekengi var. franchetii. Ademas, sugieren que las caracteristicas estructurales como
una enona en el anillo A y un doble enlace o un ep6xido en C-5 y C-6 son importantes

para que las physalinas presenten actividad antiinflamatoria.
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Figura 14. Withandlidas con actividad antiinflamatoria aisladas de Physalis.

e Actividad antimicrobiana

Estudios realizados a algunas especies de Physalis han mostrado actividad
antimicrobiana de extractos y compuestos aislados, por ejemplo, el extracto de CHCIs de
P. angulata mostré inhibicibn de Mycobacterium avium, Mycobacterium kansasii,
Mycobacterium malmoense y Mycobacterium intracellulare (Pietro et al.,, 2000). Otro
ejemplo, es el extracto de metanol de las partes aéreas y calices de P. alkekengi, que
presento inhibicion de bacterias Gram-positivas, principalmente B. cereus, B. subtilis y E.
faecalis (zonas de inhibicién que van desde 28.2 + 1.8 a 31.8 £ 1.9 a 500 pg/mL/disco),
asimismo, presentd inhibicion de bacterias Gram-negativas como P. aeruginosa, K.
pneumoniae y E. coli (zonas de inhibicion de 14.6 £ 1.1 a 16.6 + 3.2 a 500 pg/mL/disco)
(Helvaci et al., 2010). En este ultimo trabajo, también se aisl6é physalina D (56) (figura 15),
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que mostré inhibicion de bacterias Gram-positivas como S. epidermidis, E. faecalis, S.

aureus y B. subtilis. Physalina D (56) también se aisl6 de las partes aéreas de P. angulata
y presento inhibicion de Mycobacterium tuberculosis (Januario et al., 2002). En cuanto a
los frutos de P. angulata, de estos se aisl6 physalina B (54) y presento inhibicion de
Staphylococcus aureus ATCC 6538P (Silva et al., 2005).

Por altimo, 4-desoxiwithaperuviana (57) aislada de P. minima (Canh et al., 2019)
y de Withania somnifera presentd actividad antimicrobiana contra Bacillus cereus,
Streptomyces species y Pseudomonas fluorescens, aunque la actividad inhibitoria fue

menor a la del farmaco de referencia, cloranfenicol (Abou-Douh, 2002) (figural5s).

Figura 15. Withandlidas con actividad antimicrobiana.

e Actividad citotoxica

Entre las withandlidas que han presentado actividad citotoxica se encuentran las
withalongdlidas A, B, C y G (58-61), withaferina A (1) y 3B-O-sulfato de 2,3-
dihidrowithaferina A (62) aisladas de las partes aéreas de Physalis longifolia (Zhang et
al., 2011). Estos metabolitos secundarios mostraron citotoxicidad potente contra
carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello (JMAR y MDA-1986), melanoma
(B16F10 y SKMEL-28) y células fibroblasticas fetales (MRC-5).

Damu et al. (2007) reportan a withangulatina B (63), physalina D (56) y physalina
F (64) de Physalis angulata con actividad citotoxica en diversas lineas celulares de cancer
humano. También, proponen una relacion estructura-actividad, esto es, que la actividad
citotoxica es favorecida para withandlidas que poseen un grupo hidroxilo en posicion 43,
una enona en el anillo A'y un grupo 53,6B-epoxi en el anillo B.
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En un estudio de P. minima, Ma et al. (2007) aislan withaphysalina C (65) (figura

16) y describen su actividad citotoxica frente a lineas celulares de cancer de colon (HCT-
116) y de pulmon (NCI-H46), los autores también sugieren que la enona del anillo Ay un
doble enlace o un epoxido en las posiciones 5y 6 en el anillo B son caracteristicas

estructurales que favorecen la actividad citotoxica de las withandlidas.

Figura 16. Withandlidas con actividad citotoxica del género Physalis.

e Actividad inhibidora de acetilcolinesterasa
La enzima acetilcolinesterasa (AChE) es la responsable de la regulacion y
degradacion del neurotransmisor acetilcolina, el cual es importante en la sinapsis
colinérgica en el sistema nervioso (Castellanos, 2014).
Yu et al. (1999) sefalan que el sistema colinérgico es el sistema neurotransmisor
mas temprano y mas profundo afectado en la enfermedad de Alzheimer (EA), con

pérdidas sustanciales en el cerebro anterior, la corteza y el hipocampo. Asimismo,
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mencionan que los inhibidores de colinesterasa son los agentes que han demostrado la

mayor actividad en la EA.

Por otro lado, Nogales et al. (2005) aluden que la EA se produce precozmente por
una peérdida de neuronas colinérgicas y que los inhibidores de la acetilcolinesterasa
intentan compensar este defecto.

El metabolito secundario ampliamente distribuido en el género Physalis,
withaferina A (1), se ha aislado de P. longifolia y P. angulata (Zhang et al., 2011; Brar y
Gupta, 2017), y ha mostrado capacidad de inhibir a las enzimas acetilcolinesterasa
(AChE) y butirilcolinesterasa (BChE) (Choudhary et al., 2004).

e Actividad antioxidante

Las reacciones de 6xido-reduccidon son esenciales en los procesos metabdlicos
celulares, sin embargo, el exceso de O2 favorece la formacion de especies reactivas de
oxigeno (ERO) que producen dafio celular, no obstante, existen sustancias llamadas
antioxidantes, encargadas de reducir el dafio oxidativo, mantener el equilibrio oxido-
reduccion y la sobrevivencia celular. Por ejemplo, superoxido dismutasa, catalasa,
glutation peroxidasa, a-tocoferol, carotenoides como el -caroteno, clorofila, flavonoides,
taninos y ciertos micronutrientes, reducen el dafo oxidativo, mantienen el equilibrio oxido-
reduccion y la sobrevivencia celular (Wu et al., 2005; Sanchez-Valle y Méndez-Sanchez,
2013).

De acuerdo con el estudio realizado por Wu et al. (2005), de los extractos de la
planta entera P. peruviana, obtenidos con etanol a diferentes concentraciones (20, 40,
60, 80 y 95 %), aquél obtenido con etanol al 95% mostré la mas potente y excelente
actividad antioxidante en tejido de higado de rata. Ademas, sugieren que el extracto de
EtOH de P. peruviana es un excelente inhibidor de la enzima xantina oxidasa, la cual esta

asociada con la produccion de especies reactivas de oxigeno.
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2.3. Physalis volubilis

P. volubilis pertenece a la seccion Lanceolatae, a la que también pertenecen P.
gracilis, P. hastula, P. hederifolia, P. sordida y P. virginiana. Estas especies se
caracterizan por ser plantas herbaceas perennes y se distribuyen en Estados Unidos y
México (Vargas et al., 2003).

P. volubilis es endémica de México y se localiza en los estados de Michoacan y
Jalisco. La especie crece en laderas, margenes o claros de bosques de pino-encino o
bosques mesofilos de montafia, y florece entre los meses de junio a marzo (Vargas et al.,
2003).

Figura 17. Physalis volubilis.

[Fotografias de Mahinda Martinez, Michoacan, 2018]
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3. JUSTIFICACION

Diversas especies del género Physalis se han empleado en la medicina tradicional,
lo que ha inducido a realizar estudios quimicos y farmacoldgicos de especies de Physalis.
Hasta este momento, algunas especies del género han mostrado actividades biolégicas
importantes, entre dichas especies se pueden mencionar a P. alkekengi, P. angulata, P.
ixocarpa, P. minima, P. peruviana y P. philadelphica, sin embargo, de otras especies del
mismo género se desconoce su composicion quimica y por ende sus actividades

biolégicas.

Cabe destacar que de las cinco especies de Physalis que pertenecen a la seccién
Lanceolatae, solo se han estudiado quimicamente P. gracilis, P. sordida y P. virginiana,
de manera que no existe ningun estudio quimico de Physalis volubilis. Por lo que la
presente investigacién ampliara el conocimiento del perfil quimico del género Physalis a

través del estudio de Physalis volubilis.

4. HIPOTESIS

De P. gracilis, P. sordida y P. virginiana, especies que pertenecen a la misma
seccion que Physalis volubilis, Lanceolatae, se han aislado withandlidas, acilsacarosas,
diterpenos de tipo labdano vy fitoesteroles (Maldonado et al., 2010; Pérez-Castorena et
al., 2010; Padierna, 2014). Por lo tanto, Physalis volubilis debera contener metabolitos

secundarios similares a los de las especies estudiadas de la seccion Lanceolatae.
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5. OBJETIVO

Este proyecto tiene como objetivo aportar conocimiento quimico del género
Physalis, a través del estudio del extracto de acetona de la planta entera, excepto frutos

y célices, de Physalis volubilis.

5.1. Objetivos especificos

- Aislar y purificar los metabolitos secundarios presentes en cantidades apreciables
(mayores a 10 mg) en la planta entera sin frutos ni célices de Physalis volubilis Waterf.

- Determinar las estructuras de los compuestos aislados y realizar, cuando la cantidad
obtenida de los metabolitos lo permita, pruebas de actividad antiinflamatoria,
antimicobacteriana, citotoxica e inhibicion de las enzimas acetilcolinesterasa y a-

glucosidasa de levadura y de rata.
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6. DESARROLLO EXPERIMENTAL

6.1. Material y equipo

Las cromatografias en columna a baja presion se realizaron con gel de silice 60 G
(Merck) como fase estacionaria y las cromatografias en columnas flash se llevaron a cabo

con gel de silice 230-400 mesh (Macherey-Nagel).

Las cromatografias analiticas en capa delgada (CCD) se realizaron en
cromatofolios Macherey-Nagel Alugram SIL G/UV2s4 de 0.20 mm de grosor de la capa de

gel de silice.

Las cromatografias preparativas en placa se realizaron en placas SIL G/UV2s4 de

10 x 20 cm y de 1.0 6 2.0 mm de grosor la capa de gel de silice.

Para visualizar las cromatografias analiticas se utiliz6 una lampara de luz
ultravioleta Spectroline CX-20 a una longitud de onda de 254 nm y como revelador
guimico se emple6 una disolucion de sulfato de cérico [(Ce2S04)24H20] en acido sulfarico

y agua al 4.40 %.

Los espectros en el infrarrojo (IR) se determinaron en un espectrofotometro Bruker
Tensor 27 y la rotacidon optica de los compuestos se determind en un polarimetro Perkin
Elmer 343.

Los espectros de resonancia magnética nuclear (RMN) se obtuvieron en los
siguientes espectrometros: Bruker Avance 300 MHz (*H a 300 MHz, 3C a 75 MHz),
Bruker Avance 11l 400 MHz (*H a 400 MHz, 13C a 100 MHz), Bruker Avance Ill HD 500
MHz (*H a 500 MHz, *3C a 125 MHz) y Varian Inova 500 MHz (*H a 500 MHz, 3C a 125
MHz). Los desplazamientos quimicos () se reportan en ppm y como referencia se usé

tetrametilsilano (TMS).

Los espectros de masas se obtuvieron en los equipos JEOL The AccuTOF JMS-
T100LC (EM-DART) y Agilent 6200 series TOF/6500 series (EMAR-ESI).
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6.2. Material vegetal

El material vegetal fue recolectado en el Estado de Michoacan en mayo de 2018
por la Dra. Mahinda Martinez quien lo identificO como Physalis volubilis Waterf. Una
muestra del material vegetal fue depositada en el herbario de la Universidad Autbnoma
de Querétaro (colecta 9447, voucher 810).

6.3. Metodologia
6.3.1 Aislamiento y purificacion de los compuestos

La planta entera, excepto frutos y calices, se secé a temperatura ambiente y se
molié en un molino de cuchillas. Posteriormente, el material vegetal (828 g) se extrajo
mediante percolacion con hexano, acetona y metanol. Después de eliminar los
disolventes por destilacion se obtuvieron 32.07, 31.49 y 100.21 g de los extractos
correspondientes.

El extracto de acetona se fraccion6 por cromatografia a baja presion (CC-1)
usando como sistema de elucién hexano/acetona 97:3 al que gradualmente se le fue
aumentando la polaridad hasta llegar al 100 % de acetona. Las fracciones se analizaron
por cromatografia en capa delgada y se reunieron aquellas que mostraron un perfil

similar.

De las fracciones 143 a 156 eluidas con hexano/acetona 50:50 se obtuvo un sélido
blanco (compuesto |, 1.72 g) que se purificé por cromatografia en columna flash (CC-2)
usando como eluyente diclorometano/metanol 97:3. De las fracciones 11 a 13 se
obtuvieron 303.3 mg del compuesto | por cristalizacion en hexano/acetona.

Las fracciones de 157 a 159 de CC-1, eluidas con hexano/acetona 50:50, se
purificaron (382.3 mg) por cromatografia en columna flash (CC-3) utilizando como
sistema de elucion diclorometano/metanol 97:3; de las fracciones 15 a 17 se obtuvo el
compuesto |, sin embargo una cromatografia analitica mostré que estaba impuro, por lo
gue se reunid con las aguas madres de este compuesto obtenido de CC-2 y con las

fracciones 14 a 19 también de CC-2. Todo fue recristalizado obteniendo 89.4 mg de I.

De las fracciones 161 a 162 de CC-1 (eluidas con hexano/acetona 50:50) se filtrd
un sélido blanco amorfo (compuesto Il). Una cromatografia analitica de glucésido de -
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sitosterilo y del compuesto Il mostré el mismo Rf para ambos compuestos, por lo que se

identifico al sélido como B-D-glucopiranésido de B-sitosterilo.

Las fracciones 160, 163 a 172 de CC-1 (eluidas con hexano/acetona 50:50)
incluyendo las aguas madres del compuesto I, las fracciones 173 a 179 (eluidas con
acetona/hexano 60:40) y las fracciones 180 a 187 (eluidas con acetona/hexano 80:20,
CC-1) fueron reunidas y decoloradas con carbdn activado. Posteriormente, fueron
purificadas (6.78 g) por cromatografia en columna flash (CC-4) usando como sistema de
elucion diclorometano/metanol 95:5. De las fracciones 20 a 33 se obtuvo un soélido blanco
amorfo (794.3 mg) que se purific6 mediante cromatografia en columna flash (CC-5)
usando como sistema de elucion diclorometano/metanol 90:10; de las fracciones 10 a 21
se obtuvo una mezcla denominada PVA-3.

Las fracciones 188 a 206 de CC-1 (eludidas con acetona) se reunieron y
decoloraron con carbon activado, posteriormente se purificaron (6.27 g) por
cromatografia en columna a baja presion (CC-6) utilizando como eluyente
diclorometano/metanol 85:15. De las fracciones 3 a 5 por cristalizacion en
metanol/acetona se obtuvo un sélido blanco amorfo (lIl), pero una cromatografia analitica
mostro la presencia de impurezas. Los solidos se lavaron con hexano, diclorometano y
metanol, del lavado con metanol se obtuvieron 77.6 mg del compuesto lll. Las fracciones
vecinas 6 y 7 también presentaron el compuesto lll, por lo que se reunieron con las aguas
madres de este compuesto y se recristalizaron en metanol/acetona obteniendo 106.3 mg
de Ill. Las aguas madres junto con las fracciones 8 a 19 de CC-6 se purificaron (4.83 g)
por una cromatografia en columna flash (CC-7) usando como sistema de elucion

diclorometano/metanol 85:15; de las fracciones 10 a 23 se obtuvieron 480.1 mg de lll.

Las fracciones 24 a 33 de CC-7 se reunieron con las fracciones 207 a 222 de CC-
1 (eluidas con acetona) y se purificaron (3.96 g) por cromatografia en columna flash (CC-
8) usando un sistema de elucién de acetato de etilo/metanol 85:15. Las fracciones 6 a 15
se reunieron (442.3 mg) y purificaron por cromatografia en columna flash (CC-9) la cual
fue eluida con diclorometano/metanol 95:5. De las fracciones 9 a 10 se obtuvieron 18.0

mg del compuesto I.

24



DESARROLLO EXPERIMENTAL
Las fracciones 35 a 41 de CC-9 se purificaron (210.2 mg) por cromatografia en

columna flash (CC-10) eluida con diclorometano/metanol 93:7; de las fracciones 37 a 52

se obtuvo la mezcla PVA-3.

Las fracciones 26 a 52 (CC-8) se reunieron y purificaron (1.99 g) por cromatografia
en columna flash (CC-11) eluida con diclorometano/metanol 85:15; de las fracciones 17

a 25 se obtuvieron 85.6 mg de lll.

De las fracciones 26 a 28 de CC-11 se obtuvo un solido amorfo que se purifico
(142.1 mg) por cromatografia en columna flash (CC-12) eluida con
diclorometano/metanol 87:13. De las fracciones 31 a 39 y del lavado de la cromatografia

en columna con metanol se obtuvo una mezcla de compuestos denominada PVA-4.

De las fracciones 31 a 33 de CC-11 se obtuvo un sdlido blanco amorfo (391.6 mg)
que se purificd por cromatografia en columna flash (CC-13) usando como sistema de
elucion diclorometano/metanol 80:20. De las fracciones 13, 15 a 19 y del lavado de la
cromatografia en columna con metanol se obtuvo la mezcla PVA-4. Una cromatografia

analitica de las fracciones 34 a 46 de CC-11 mostr6 que contenian PVA-4.

6.3.2 Reacciones de acetilaciéon

e Primera acetilacion del compuesto |l

A 100.9 mg del compuesto Il se les adiciono 1 mL de piridina'y 1 mL de anhidrido
acético. La mezcla de reaccion se dejé 30 min a temperatura ambiente y posteriormente
se le adiciond hielo. La mezcla se extrajo 4 veces con diclorometano y la fase organica
se lavo con una disolucion acuosa de HCI al 5 % hasta llegar a pH 4, se lavo con una
disolucidn acuosa saturada de NaHCOz3 hasta llegar a un pH 7, se lavd 2 veces con agua,

se secO con Na2SOa4 anhidro y se evaporo el disolvente.

La mezcla cruda de reaccion (104.5 mg) se purifico por cromatografia en columna
flash (CC-14) usando como sistema de elucion diclorometano/acetona 50:50. De las

fracciones 22 a 23 se obtuvieron 63.4 mg de Ill A como s6lidos amorfos.
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e Primera acetilacion de la mezcla PVA-3
A 103.2 mg de PVA-3 se les adiciono 1 mL de piridinay 1 mL de anhidrido acético.
La mezcla se dej6 52 min a temperatura ambiente y posteriormente se le adiciond hielo.

La mezcla se trabajé de manera similar a la descrita anteriormente.
e Segunda acetilacion de la mezcla PVA-3

A 511.6 mg de PVA-3 se les adicionaron 5 mL de piridina y 5 mL de anhidrido
acético. La mezcla de reaccion se dejo 70 min a temperatura ambiente, se le adiciono

hielo y se trabajo de manera similar a la acetilacion de |lIl.

Las mezclas crudas de reaccion de ambas acetilaciones se reunieron (625.6 mg)
y purificaron mediante una cromatografia en columna flash (CC-15) usando como sistema
de elucion hexano/acetona 80:20; de las fracciones 13 a 14 se obtuvo un sdlido blanco
amorfo, posteriormente se cristaliz6 con hexano/acetona, obteniéndose 11.7 mg del

compuesto IV.

Las fracciones 12 y 15 a 23 junto con las aguas madre de IV (78 mg) se purificaron
por dos sucesivas cromatografias preparativas en placa (eluidas 4 veces con
hexano/acetona 65:35) y por una cromatografia en columna a baja presion usando como
sistema de elucion hexano/acetato de etilo 70:30 (disolventes grado HPLC) para obtener
19.3 mg del compuesto V.

e Tercera acetilacion de la mezcla PVA-3

A 5.8 mg de la mezcla PVA-3 se le afiadid 0.1 mL de anhidrido acético y 0.1 mL
de piridina. Después de 5:30 h a temperatura ambiente, la mezcla se secd con una
corriente de nitrégeno. El crudo de la reaccion (9.7 mg) se purificé por cromatografia en
columna flash (CC-16) usando como sistema de elucion hexano/acetona 70:30. De las
fracciones 18 a 22 se obtuvieron 2.3 mg del compuesto IV A.

Una muestra no pura del compuesto IV A (16.3 mg) obtenida de la acetilacion de
la mezcla PVA-3 del extracto de metanol de P. volubilis, fue proporcionada para la
continuacion de este proyecto y se reunio con los 2.3 mg obtenidos de la tercera reaccion
de acetilacibn de PVA-3 para su purificacion por dos sucesivas cromatografias en
columna flash (CC-17 y CC-18) eluidas con hexano/acetona 70:30. Finalmente, las
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fracciones 7 a 11 de CC-18 se purificaron (7.0 mg) por cromatografia en placa preparativa

(hexano/acetona 70.5: 29.5) y se obtuvieron 3.9 mg del compuesto IV A.
e Primera acetilacion de la mezcla PVA-4

A 140 mg de PVA-4 se les adicion6 1 mL de piridina 'y 1 mL de anhidrido acético.
La mezcla de reaccion se dejo a temperatura ambiente 60 min y se trabajé de manera

similar a las acetilaciones descritas anteriormente.

El crudo de reaccion (166.8 mg) se purificoO por cromatografia en columna flash
(CC-19) usando como sistema de elucién hexano/acetona 68:32. De las fracciones 33 a
40 se obtuvieron 10. 3 mg de un sélido blanco amorfo (compuesto V). Una cromatografia
analitica mostro que las fracciones 27 a 32 y 41 a 51 también contenian el compuesto V,
por lo que se reunieron y purificaron (10.7 mg) por cromatografia en columna flash (CC-
20) usando como sistema de elucion hexano/acetona 65:35; de las fracciones 7 a 8 se

obtuvieron 3.2 mg de V.
e Segunda acetilacion de la mezcla PVA-4

A 400.3 mg de PVA-4 se les adicionaron 4 mL de piridina y 4 mL de anhidrido
acético. La mezcla de reaccion se dejé 65 min a temperatura ambiente, se afiadié hielo

y se trabajo de manera similar a las descritas anteriormente.

La mezcla cruda (407.3 mg) se purificé por cromatografia en columna flash (CC-
21) usando como sistema de elucién hexano/acetona 65:35; de las fracciones 25 a 28 se
obtuvieron 37.3 mg de un sdlido blanco amorfo (compuesto VI). Posteriormente, 29.0 mg
de VI se purificaron por dos sucesivas cromatografias en columna flash (CC-22 y CC-23)
utilizando los sistemas de elucion hexano/acetona 65:35 y 70:30. De las fracciones de 8
a 11 de CC-23 se obtuvieron 17.4 mg de VI.

De las fracciones 33 a 35 de CC-21 se obtuvo un solido blanco amorfo (89.1 mg)
que se purificé por cromatografia preparativa en placa, eluida 3 veces con
hexano/acetona 65:35. El sélido obtenido (52.6 mg) se purificé por cromatografia en
columna flash (CC-24) eluida con hexano/acetona 65:35. De las fracciones 7 a 10 se
obtuvieron 3.4 mg del compuesto V. Este compuesto también se obtuvo de las fracciones
36 a 40 de CC-21.

27



DESARROLLO EXPERIMENTAL
Compuesto |: Sélido blanco; p.f. 245-249 °C (hexano/acetona); IR (espectro 1)

(CHCla/solucion) vmax 3576 y 1691 cm™; RMN-H (espectro 2) y RMN-13C (espectro 3)
datos en la tabla 1; EM-DART*: m/z 471 [M+H]*, correspondiente a la férmula molecular
C28H390e.

Compuesto lll: Sélido blanco amorfo: IR (espectro 4) (KBr/pastilla) vmax 3442, 1703 y
1678 cm*; RMN-!H (espectro 5) datos en la tabla 3 y RMN-13C (espectro 6) datos en las
tabla 2; EMAR-ESI: m/z 567 [M-1], correspondiente a la formula molecular C2sH39010S;
RO; [a]p 9.16°.

Compuesto Il A: Sélido blanco amorfo: IR (espectro 9) (CHCls/solucién) vmax 1735, 1711
y 1240 cmt; RMN-'H (espectro 10) datos en la tabla 3 y RMN-13C (espectro 11) datos en
la tabla 2; EMAR-ESI: m/z 651 [M-1];, correspondiente a la formula molecular C32H44012S.

Compuesto IV: Sélido blanco amorfo: IR (espectro 12) (CHCls/solucidn) Vmax 3467, 1755
y 1739 cmt; RMN-1H (espectro 13) datos en la tabla 5 y RMN-13C (espectro 14) datos en
la tabla 4; EMAR-ESI: m/z 869 [M+Na]*, correspondiente a la férmula molecular
Ca4Hs2016Na; RO: [a]p 35.7°.

Compuesto IV A: Sélido blanco amorfo: IR (espectro 18) (CHCls/solucidén) Vmax 3589 y
1754 cmt; RMN-'H (espectro 19) datos en la tabla 5 y RMN-13C (espectro 20) datos en
la tabla 4; EMAR-ESI: m/z 906 [M+NHa4]*, correspondiente a la formula molecular
Ca6HesO17N.

Compuesto V: Sdolido blanco amorfo: IR (espectro 21) (CHCls/solucién) vmax 1755, 1243
y 1191 cmt; RMN-1H (espectro 22) y RMN-13C (espectro 23) datos en la tabla 6; EMAR-
ESI: m/z 1183 [M+Na]*, correspondiente a la formula molecular CssHsoO24Na; RO: [a]o
13.0°.

Compuesto VI: Sélido blanco amorfo: IR (espectro 26) (CHCls/solucidn) Vmax 1756, 1195
y 1243 cmt; RMN-1H (espectro 27) y RMN-13C (espectro 28) datos en la tabla 7; EMAR-
ESI: m/z 1125 [M+Na]*, correspondiente a la formula molecular CssH7s022Na.
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6.3.3 Ensayo de citotoxicidad

Los reactivos utilizados fueron: bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolio (MTT), medio RPMI 1640 (Roswell Park Memorial Institute), solucion
buffer de fosfato (PBS), soluciones Stock de los compuestos a evaluar en DMSO (10
mg/mL), soluciébn Stock del farmaco de referencia rifampina (64 pg/mL). Ambas

soluciones Stock fueron refrigeradas a una temperatura de -20°C.

Cultivo celular: Se utilizaron células de la linea celular Vero ATTC de rifién de
Cercopithecus aethiops, conocido como mono verde africano. Las células fueron
cultivadas en el medio RPMI 1640 complementada con una solucién buffer de fosfato

salino al 10 % (PBS) y aminoacidos no esenciales.

En cada ensayo se utilizaron 10,000 células Vero en placas de 96 pozos. Se
adicionaron 100 L del medio RPMI y posteriormente se incubaron las placas un periodo
de 24 horas. Terminado el tiempo de incubacion las placas fueron lavadas y se les
adiciono la solucién del compuesto a evaluar. Posteriormente, se incubaron durante 48
horas a una temperatura de 37°C en una atmésfera de COz2 al 5 %. Después, 10 uL de la
solucion MTT (5 mg/mL en PBS estéril) se afiadieron a cada pocillo y la incubacion
continué durante otras 4 horas. El medio fue eliminado con 100 pL de DMSO (Trenado-
Uribe et al., 2018) y finalmente se determind la absorbancia a una longitud de onda de

570 nm en un lector de placas (Plate reader Multiskan Go, Thermo).
El porcentaje de toxicidad fue calculado con la siguiente ecuacioén [Ec. 1]:
% Toxicidad= [1-(Zm/Y<c)] x100

Donde Yc, es la absorbancia del control (células sin tratamiento) y Zm es la
absorbancia del compuesto evaluado, ambas determinadas a una longitud de onda de
570 nm.
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6.3.4 Actividad antimicobacteriana

Los reactivos utilizados fueron: solucion estéril de buffer de fosfato salino (PBS),
medio 7H9-ADC (albumina-dextrosa-catalasa) sin tiloxapol, 7H9-glicerol, medio RPMI
1640, resazurina 0.01 %, soluciones Stock de los compuestos a evaluar en DMSO (10
mg/mL) y una solucion Stock del farmaco rifampina (64 pg/mL).

Cultivo celular: células de la linea celular Vero ATTC cultivadas en las condiciones

anteriormente descritas.

Cultivo de Mycobacterium tuberculosis: Las cepas utilizadas para esta evaluacion
fueron M. tuberculosis H37Rv (ATCC 27294), H37Ra y 209 (aislado clinico), y fueron
cultivadas en un medio de ADC 0.01 % con tiloxapol y 7H9-glicerol 10 % hasta alcanzar
una densidad Optica de 0.4 a una longitud de onda de 600 nm. La solucion bacteriana se
obtuvo por dilucién 1:25 en 7H9 ADC 10 %.

La inhibiciébn de Mycobaterium tuberculosis fue evaluada por medio del método
REMA (Ensayo de Microtitulacion de Resazurina) usando placas de 96 pozos. A cada
pocillo fueron adicionados 200 pL de PBS estéril para evitar deshidratacion y se
incubaron en un periodo de 8 dias. El farmaco rifampina fue usado como referencia en
cada placa (16 a 0.001 pg/mL disoluciones dobles en serie) y como controles se utilizaron
DMSO, DMSO con Mycobaterium tuberculosis, medio de cultivo (RPMI 1640), medio de
cultivo con Mycobaterium tuberculosis y los compuesto para validar las placas también
se incluyeron. Las concentraciones de los compuestos a evaluar fueron desde 0.98
png/mL hasta 250 pg/mL, los ensayos se realizaron por triplicado. Las placas fueron
incubadas durante 6 dias, posteriormente se les adiciono a cada pocillo 30 pL de
resazurina 0.01 % m/v y nuevamente fueron incubadas durante dos dias. Después de
incubar, se observo el cambio de coloracion, la permanencia de una tonalidad azul indico
un resultado negativo (no hubo crecimiento bacteriano) y un cambio de coloracion azul a
rosa, un resultado positivo (crecimiento bacteriano). Finalmente, se determind la
concentracion minima inhibitoria (MICi00) de Mycobacterium tuberculosis, que
correspondié a la concentracion en la que se observo por ultima vez la coloracion
(Martinez et al., 2019). El indice de selectividad (SI) fue calculado a través de la siguiente
ecuacion [Ec. 2]: Sl= ICso/MIC100

Donde ICso es la concentracion media inhibitoria en células Vero.
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6.3.5 Inhibicion de la enzima a-glucosidasa de levadura y de rata

La inhibicién de la enzima a-glucosidasa de levadura fue evaluada usando una
adaptacién de los métodos descritos por Xiao-Ping et al., 2010 y Zhou et al., 2010,
mientras que para la inhibicion de la enzima a-glucosidasa de rata fue evaluada con una

adaptacion del método descrito por Jo et al., 2010.

Los reactivos utilizados para estas evaluaciones fueron: una solucion buffer de
fosfatos de potasio (PBS) 67 mM con un pH de 6.8; solucion de carbonato de sodio
(Na2CO3) 1 M; DMSO 50 % en agua desionizada y a-D-glucopirandsido de 4-nitrofenilo
(PNP-G, Cat. SIGMA N1377-1G) 23.2 mM. Las soluciones del compuesto a evaluar se
preparan en DMSO 50 %.

Para el ensayo de la inhibiciéon de la enzima a-glucosidasa de levadura, también
se utilizo glutation reducido (GSH) 3 mM en buffer de fosfatos, una solucion Stock de la
enzima a-glucosidasa Tipo | de levadura de panaderia (No. Cat. SIGMA: G5003-100UN)
20 U/mL y una solucion de trabajo 0.2 U/mL [10 uL de solucion Stock en 990 uL de buffer
(20 pL/mL)].

En el ensayo de la inhibicion de la enzima a-glucosidasa de rata se utilizo el
sobrenadante de una solucibn homogenizada (3 min a 4 °C) y centrifugada (10 min a
12,000 rpm a 4 °C) de polvo intestinal de rata (No. Cat. SIGMA: 11630-10G) 25 mg/mL.

e Inhibicion de la enzima a-glucosidasa de levadura

Se llevo a cabo en placas de 96 pozos y se les adicionaron 25 uL del compuesto
a evaluar (1, 10, 100 uM) en una solucion de DMSO 50 %. Posteriormente, se afiadieron
150 pL de PBS (67 mM) a una temperatura de 37 °C, en seguida se adicionaron 25 pL
de GSH (3 mM), 25 pL a-glucosidasa 0.2 U/L (excepto a los pozos control) y 25 L de
PNP-G (23.2 mM). Las placas se incubaron durante 15 min a una temperatura de 37 °C.
Finalmente, se detuvo la reaccién con 50 pL Na2COs3 (1 M) y se determiné la absorbancia

a una longitud de onda de 405 nm en un lector de placas (Bio Tek Synergy HT).
e |nhibicion de la enzima a-glucosidasa de rata

A placas de 96 pozos se adicionaron 25 pL del compuesto a evaluar (1, 10, 100
KUM) en una solucién de DMSO 50 %. A continuacion se afiadieron 175 uL de PBS (67
mM) a una temperatura de 37 °C. Después, se adicionaron 25 pL de la enzima a-
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glucosidasa de rata (25 mg/mL) y se agitaron las placas 10 min a una temperatura de

37°C. Posteriormente, se afiadieron 25 pL de PNP-G (23.2 mM) y se incubaron las placas
durante 15 min con agitacion a una temperatura de 37 °C. Finalmente, se detuvo la
reaccion con 50 pL Na2COs (23.2 mM) y se determiné la absorbancia a una longitud de
onda de 405 nm en un lector de placas (Bio Tek Synergy HT).

El porcentaje de inhibicibn para ambos ensayos se calculé con la siguiente
ecuacion [Ec. 3]: % Inhibicion= [(Yc-Zwm)/Y<c] x100

Donde Yc, es la absorbancia del control (ausencia del compuesto a evaluar) y Zm
es la absorbancia del compuesto a evaluar, ambas determinadas a una longitud de onda
de 405 nm.

6.3.6 Inhibicion de la enzima acetilcolinesterasa de Electrophorus electricus

(anguila eléctrica)

El ensayo se basoé en la metodologia descrita por Ellman et al., 1961.

Los reactivos utilizados fueron solucion buffer de fosfatos salinos (PBS) 1M, MeCN
2 %, glicerol 50 %, acido 5,5-ditio-bis-(2-nitrobenzoico) (DTNB) 5.046 mM y yoduro de
acetiltiocolina (ATC) 29.39 mM. Las muestras a evaluar se disuelven con MeCN 2 %.

Dos soluciones de la enzima acetilcolinesterasa (AChE) fueron utilizadas, la
primera fue una solucién Stock de 345.33 U/mL en glicerol 50 % y la segunda fue una
solucién 0.195 U/m en PBS.

La evaluacion se realizd en placas de 96 pozos. Se adicionaron 50 pL de la
solucion del compuesto a evaluar (1, 10 y 100 uM) en MeCN 2 % en PBS y 50 pL de la
enzima AChE (0.195 U/m) en PBS. Las placas tuvieron un periodo de incubacién de 30
min a temperatura ambiente. Posteriormente, la reaccién se inici6 al afiadir 100 pL de la
mezcla ATC+DTNB [ATC (29.39 mM) y DTNB (5.046 mM) disueltos en PBS], en seguida
las placas se incubaron con agitacion constante, protegidas de la luz y a temperatura
ambiente, durante 5 min. Para finalizar se determiné la absorbancia a una longitud de
onda de 412 nm en un lector de placas (Bio Tek Synergy HT) y como control positivo se

utilizé Eserina. Se calculo el porcentaje de inhibicion con la ecuacion Ec. 3.
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6.3.7 Actividad antiinflamatoria utilizando el modelo de edema inducido con TPA

en oreja de raton

Para evaluar la actividad antiinflamatoria se empled una adaptacion del modelo
descrito por Young et al., 1983.

Se utilizaron ratones machos de la cepa CD1 de 25 a 30 g. Los animales (h=3 a
5) se colocaron en cajas de acrilico transparente a una temperatura constante de 22
+ 4 °C, con fotoperiodos de 12 horas luz/oscuridad y con agua y alimento ad libitum
siguiendo las “Especificaciones técnicas para la produccioén, cuidado y uso de los
animales de laboratorio” de la Norma Oficial Mexicana NOM-062-ZO0-1999.

Bajo anestesia con pentobarbital s6dico (63 mg/kg, via intraperitoneal, calibre de
aguja 27G), en la oreja derecha se aplicaron 10 pL de una solucién etandlica 0.25
pg/mL de TPA (13-acetato de 12-tetradecanoilforbol). Diez minutos mas tarde, en la
misma oreja se aplicaron 0.031, 0.1, 0.31 o 1 pumoles del compuesto a evaluar
disueltos en 20 pl del vehiculo (metanol).

La oreja izquierda se emple6 como control y se aplicaron 10 pL de etanol y 20 uL
del vehiculo (metanol). Cuatro horas después a la aplicacion del TPA los animales se
sacrificaron con CO:2 y se realizaron biopsias de 7 mm de diametro de ambas orejas.
La diferencia en peso entre la biopsia derecha con respecto a la izquierda represento

el edema.
La inhibicién del edema se calculd con la siguiente ecuacion [Ec. 4]:
% Inhibicion= [(Dc-Dr)/Dc] x100

Donde Dc es el edema del grupo control (tratado con TPA) y Dr es el edema del

grupo experimental (TPA mas el compuesto).
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1. Identificacion de los compuestos aislados

RESULTADOS Y DISCUSION

A partir del estudio quimico del extracto de acetona de Physalis volubilis se

obtuvieron cinco withandlidas, dos nuevas obtenidas como derivados acetilados

(compuestos

IV y V), tres conocidas [withaferina A (), 3B-O-sulfato de 2,3-

dihidrowithaferina A (ll1), y el peracetato de withandsido V (VI)], y el fitoesterol glucésido

de B-sitosterilo (II) (figura 18). Adicionalmente, se obtuvieron los acetatos de los

compuestos lll y IV (Il Ay IV A) para corroborar sus estructuras.

COMPUESTOS NUEVOS

AcO

OAc

AcO

OAc

COMPUESTOS CONOCIDOS EN LA
LITERATURA

OHI

withaferina A m

3B-O-sulfato de 2,3-dihidrowithaferina A

OH H ¥
o
HO o)
HO
HO ]

glucosido de B-sitosterilo

AcO

AcO

PERACETATOS DE COMPUESTOS
CONOCIDOS

peracetato de withanésido V

Figura 18. Metabolitos aislados de Physalis volubilis.
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e Compuesto I, withaferina A
El compuesto | present6 en el experimento de IR (espectro 1) bandas de absorcion
en 3576 y 1691 cm? correspondientes a grupos hidroxilo y grupos carbonilo,

respectivamente.

En el espectro de RMN-3C (tabla 1, espectro 3) fueron observadas 28 sefiales
correspondientes a 4 metilos, 7 metilenos, 10 metinos y 7 carbonos no protonados, de
estas, aquellas en & 167.0 (C-26), 152.8 (C-24) y 125.7 (C-25) fueron asignadas a los
carbonos de una &-lactona a,B-insaturada presente en varias withandélidas. Las sefiales
en 6 202.2 (C-1), 132.3 (C-2) y 141.9 (C-3), junto con aquellas observadas en el espectro
de RMN-!H (tabla 1, espectro 2) en 5 6.94 (dd, J=10.0, 5.7 Hz, H-3) y 6.20 (d, J= 10.0 Hz,
H-2) indicaron la presencia de una enona, comun en el anillo A de este tipo de
withaesteroides. Lo anterior y las sefiales de cuatro metilos (6c 11.6, C-18; 17.4, C-19;
13.3, C-21y 20.0, C-28) indicaron que el compuesto | correspondia a una withandlida.

En el espectro de RMN-'H se observo una sefal en 8 4.42 (dt, J=13.5, 3.3 Hz) que
fue asignada al hidrogeno del cierre de la d-lactona H-22. En este mismo espectro, fueron
observadas las sefales de un sistema ABX que correspondio al metileno CH2-27 [0 4.42
(dd, J=13.2, 6.0 Hz) y 4.34 (dd, J=12.3, 6.0 Hz)] unido a un OH [ 2.9 (t, J=6.9 Hz)]. La
presencia de un epéxido en las posiciones 5 y 6 se dedujo de los desplazamientos
quimicos de las sefiales de C-5 (&6c 63.8) y CH-6 (6c 62.5, &n 3.24 s) observadas en los

espectros de resonancia de hidrégeno y carbono 13.

El espectro de masas mostr6 un pseudo ion molecular [M+H]* de m/z 471
correspondiente a la férmula molecular C2sH3sOs. Considerando el andlisis anterior y de
acuerdo con la literatura quimica, se identific6 al compuesto | como withaferina A
(Pelletier et al., 1981; Zhang et al., 2011) (figura 19).

Figura 19. Estructura del compuesto I.
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Tabla 1. Datos de RMN-'H (300 MHz) y de 13C (75 MHz) en CDCls del compuesto I.

Posicion | [
Oc OH

1 2022 | e

2 1323 6.20 d (10.0)

3 141.9 6.94 dd (10.0, 5.7)

4 69.9 3.76 dd (5.7, 2.4)

5 638 | e

6 62.5 3.24s

7 31.1 2.15ddd (14.7, 4.1, 2.5), 1.27 m

8 29.8 1.39m

9 44.1 1.15m

10 O A

11 22.3 1.30m, 1.17 m

12 39.5 1.84d(14.1,7.9,3.5),1.07 m

13 426 | e

14 56.1 0.95m

15 24.2 1.60m, 1.12m

16 27.3 1.65m, 1.40 m

17 52.0 1.10 m

18 11.6 0.71s

19 17.4 1.42s

20 38.8 2.0m

21 13.3 1.06d (6.9)

22 78.7 4.42 dt (13.5, 3.3)

23 29.8 2.5dd (17.4,13.2), 1.97 m

24 1528 | e

25 1257 | e

26 ie67o0 | -

. s 4.34 dd (12.3, 6.0), 4.42 dd (13.2, 6.0)
OH 2.9t (6.9)

28 20.0 2.04 s
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e Compuesto I, glucésido de B-sitosterilo
Una cromatografia analitica en capa delgada del compuesto Il y de una muestra
original de 3B-O-glucopiranésido de sitosterilo (figura 20), compuesto ubicuo en el reino
vegetal, permitié su identificaciébn como dicho glucésido al presentar el mismo Rf ambas

muestras.

OH
0]
“Omo
HO
OH

Figura 20. Estructura del compuesto II.

e Compuesto lll, 3B-O-sulfato de 2,3-dihidrowithaferina A

En el experimento de IR (espectro 4) se observé una banda ancha en 3442 cm
correspondiente a grupos hidroxilos, una banda de absorcion en 1703 cm
correspondiente a carbonilos de 3-lactona y una banda en 1678 cm™ correspondiente a

carbonilos de cetona.

El espectro de RMN-13C (tabla 2, espectro 6) mostré 28 sefiales correspondientes
a 4 metilos, 8 metilenos, 9 metinos y 7 carbonos no protonados, concordantes con un

esqueleto de withandlida.

Las sefales en &c 78.8 (CH), 30.3 (CH2), 154.3 (C), 127.8 (C) y 166.8 (C=0) fueron
asignadas a los carbonos 22 a 26 que conforman una &-lactona a,3-no saturada. La
presencia de este grupo funcional se corroboré en el espectro de RMN-'H (tabla 3,
espectro 5) que mostro la sefial de H-22 como un doblete de tripletes en &n 4.40 (J=13.5,
3.0 Hz), ya que se encuentra acoplada con los hidrégenos de C-23 (6n 2.37, dd, J=18.0,
13.5 Hz y &n1 2.05, dd, J=18.0, 3.0 Hz) y con el hidrogeno de C-20 (& 1.91 m).
Adicionalmente, en el espectro bidimensional COSY (espectro 7) se observo el
acoplamiento de H2-23 con H-22. La presencia del hidroximetileno H2-27 (sistema AB, &n

4.88y4.77 d, J=11.5 Hz) y del metilo H3-28 (dn 2.11 s) fue apoyada por las correlaciones
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de H2-27 con los carbonos 24 a 26 y de H3-28 con C-26 observadas en el espectro HMBC

(espectro 8).

Con base en los espectros de resonancia de hidrégeno y carbono, para la
withanadlida Il se propuso una cetona en C-1 (d¢c 209.1) y dos funciones oxigenadas, una
en C-3 (6c 74.3, du 5.7 sa) y la otra en C-4 (dc 75.7 y du 4.47 s). La vecindad de los
carbonos unidos a oxigeno fue corroborada en el espectro bidimensional HMBC que
mostro la correlacion de H-4 con C-3. Las sefiales en o1 3.62 m y 3.30 (da, J=14.0 Hz)
fueron asignadas a los hidrogenos H2-2 debido a que en el espectro COSY se observo

su acoplamiento con H-3, y el espectro HMBC mostré correlacion con la sefial de C-1.

En cuanto a la presencia del grupo 5B,6B-epo6xido, este se dedujo a partir de los
desplazamientos quimicos de las sefiales de C-5 (6c 65.4) y de CH-6 (&c 57.4, o1 3.46
S).

Con relacién a los singuletes observados en 61 0.53 y 1.67, estos fueron asignados
a Hs-18 y Hs-19, respectivamente, ya que en el espectro HMBC la primera sefal
correlacion6 con C-13 (6c43.1), C-14 (8¢ 56.4) y C-17 (dc 52.4), y la segunda correlaciono
con C-1 (dc 209.1), C-5 (8¢ 65.4) y C-10 (dc 49.8).

A partir de una revision bibliografica se encontraron dos withandlidas con
caracteristicas espectroscopicas muy similares a las del compuesto Ill. La primera,
viscosalactona B (VII) (figura 21), presenta grupos hidroxilo en C-3, C-4 y C-27, un grupo
epoxi en C-5 y C-6, y una d&-lactona q,3-no saturada. La segunda withandlida, 33-O-
sulfato de 2,3-dihidrowithaferina A (figura 21) se diferencia de la anterior en tener un
grupo sulfato unido a C-3 en lugar de un grupo hidroxilo. A pesar de la similitud entre las
estructuras, son evidentes las diferencias en sus datos de RMN, sobre todo en el
desplazamiento quimico del metino de la posicion 3 (dn 5.7 sa para el sulfato y & 4.67 s
para VII). Al comparar los datos de RMN de estos compuestos con los de Ill, se observo
una gran concordancia entre los del sulfato de withandlida y los de lll. Por lo tanto, la
withandlida Ill se identificé como 3p-O-sulfato de 2,3-dihidrowithaferina A (figura 21), lo
que fue apoyado en el espectro de masas de alta resoluciéon en modo negativo (EMAR-
ESI). Este espectro mostré un pseudo ion molecular [M-1]- de m/z 567 que correspondio

con la férmula molecular C2sHz9010S.
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Figura 21. Estructuras de 3B-O-sulfato de 2,3-dihidrowithaferina A (l1l) y viscosalactona
B (VII).

Para corroborar la estructura del compuesto Ill, se le realiz6 una reacciéon de

acetilacion y se obtuvo el derivado Il A.

En el experimento de IR (espectro 9) del compuesto Ill A mostré bandas de
absorciéon en 1735, 1711 y 1240 cm?, correspondientes a carbonilos de &-lactona a,B-

insaturada, de ésteres y la tercera banda a grupos sulfatos (Turvey, 1965).

El compuesto Il A, mostré en los espectros de RMN-'H (tabla 3, espectro 10) y
13C (tabla 2, espectro 11) las sefiales del metino de la posicién 4 (51 5.12 sy dc 77.3) y
del metileno de la posicion 27 [6n 4.91 y 4.87 (d, J= 14.0 Hz), y &c 57.6)] desplazadas a
campo bajo y también fueron observadas las sefales caracteristicas de los grupos
acetatos en &c 172.1, 170.9, 20.9 y 20.6. Finalmente, el espectro de masas mostro el
pseudo ion molecular [M-1]° de m/z 651 correspondiente con la férmula molecular
C32H44012S, en concordancia con la estructura del diacetato de 3p-O-sulfato de 2,3-
dihidrowithaferina A (Il A).

I OAc
(0]

Figura 22. Estructura del compuesto Il A.
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Cabe mencionar que la withandlida Ill se transformé en withaferina A (1), esto fue

observado con ayuda de una cromatografia analitica de una muestra que se dejo disuelta

en piridina durante varios dias. La transformacion puede explicarse de la siguiente
manera:
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Tabla 2. Datos de RMN-13C de los compuestos IlI, VII (125 MHz, CsDsN) y Il A (100 MHz,

CDCla).
Posicion T A VIR
5 5 5
1 209.1 207.8 210.4
2 44.0 40.2 44.4
3 74.3 78.1 67.1
4 75.7 77.3 78.7
5 65.4 61.1 65.5
6 57.4 58.1 57.4
7 317 30.6 32.3
8 30.3 29.1 30.5
9 42.9 422 43.7
10 49.8 49.6 49.7
11 21.7 21.1 21.8
12 39.5 * 39.7
13 43.1 42.6 432
14 56.4 55.8 56.6
15 24.9 24.4 24.9
16 27.6 27.3 27.7
17 52.4 51.7 52.4
18 11.9 11.6 11.9
19 15.9 15.9 16.1
20 39.5 38.7 39.5
21 13.9 13.6 14.0
22 78.8 78.1 78.8
23 30.3 30.3 30.4
24 154.3 156.9 154.3
25 127.8 121.9 127.9
26 166.8 165.1 166.8
27 56.6 57.6 56.6
28 20.5 20.6 20.6
Acetatos
Il A CO: 172.1y 170.9; CH3 20.9 y 20.6.

aDatos de la literatura, Zhang et al., 2011. * Sefal no localizada.
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Tabla 3. Datos de RMN-'H de los compuestos Ill, VIl (500 MHz, CsDsN) y 11l A (400 MHz,

CDClg3).
o) o) o)
. 3.62m 3.27m HB 3.62 dd (17.1, 10.0)
3.30 da (14.0) 2.61dd (17.6, 5.9) Ha 3.02 dd (17.1, 5.5,)
5.7 sa 5.07m 4.67s
4 447 s 5.12s 4.05s
3.46s 3.40 sa 3.30s
; 2.24 dd (15.0, 5.0) . 2.22 ddd (15.0, 4.3, 1.7)
1.34 dd (14.0, 11.5) 1.40 ddd (15.0, 10.2, 2.0)
8 1.42 m 1.35m 1.50 m
9 1.18 m 1.15m 1.17 m
11 1.51m, 1.44m 1.94m 1.52m
1.85da (12.5)
12 s 1.85m, 1.05m
1.10 m
14 0.95m 1.0m 0.93 m
15 1.50 m, 0.94 m 2 1.54 m, 0.96 m
16 1.57,1.15m td 1.54m, 1.15m
17 1.15m 1.17 m 1.07 m
18 0.53s 0.67 s 0.55s
19 1.67 s 1.22s 1.76 s
20 1.91m 1.97 m 1.90 m
21 0.98 d (6.5) 0.99d (7.4) 0.97 d (6.6)
22 4.40 dt (13.5, 3.0) 4.41.d (12.4) 4.39 dt (13.2, 3.5)
2.37 dd (18.0, 13.5) 2.35dd (17.7, 13.4)
23 2.521(15.2)
2.05dd (18.0, 3.0) 2.01dd (17.7, 3.3)
4.88d (11.5) 4.91d (14.0)
27 4.80d,4.78 d (11.8)
4.77 d (11.5) 4.87 d (14.0)
28 2.11s 2.10s 2.01s

aDatos de la literatura, Zhang et al., 2011. * Sefiales no localizadas.
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e Compuesto IV
El compuesto IV se obtuvo después de acetilar y purificar la mezcla denominada
PVA-3, y present6 en IR (espectro 12) bandas de absorcién en 3467, 1755y 1739 cm™

correspondientes a grupos hidroxilos, carbonilos de &-lactona y de acetato.

El espectro de RMN-13C (tabla 4, espectro 14) mostré las sefiales caracteristicas
de una withandlida, como lo son aquellas de la &-lactona en &c 165.5 (C-26), 122.2 (C-
25), 148.5 (C-24), 31.6 (C-23) y 80.5 (C-22). A su vez, el espectro de RMN-!H (tabla 5,
espectro 13) mostro las sefales de dos metilos vinilicos en 61 1.89 sy 1.95 s, la primera
de ellas correlacioné en el espectro HMBC (espectro 15) a tres enlaces con C-26 y C-24,
y a dos enlaces con C-25, por lo que se asigné a Hs-27, mientras que la sefal en & 1.95

s mostré correlacion con C-25 y C-24, asignandose a Hs-28.

En el espectro de RMN-13C se observo la sefial de un carbono terciario base de
oxigeno en &c 75.5 que se asigno a C-20, ya que en el experimento HMBC mostro
correlacion con la sefial de H-22 [6n 4.29 (dd, J= 13.4, 3.5 Hz)] y con la sefial del metilo
21 (51 1.44 s).

En el espectro de RMN-H se observé una sefial ancha en &1 3.62 que mostrd, en
el experimento HMBC, correlacion con la sefial del carbono cuaternario C-13 (dc 47.9),

por lo que se asign6 a Hz-18.

Otras sefales caracteristicas de una withandlida fueron aquellas de CH-6 [6c
124.2, &1 5.52 (da, J= 6.2 Hz)], C-5 (6c 136.9), CH-1 (6c 74.8, &1 5.08 sa) y CH3-19 (&c
19.5, 6n 1.08 sa). La posicion del grupo acetato en C-1 se dedujo de la correlacion
observada en el espectro HMBC de H-1 con el carbonilo del acetato (6c 169.9).
Adicionalmente, en el espectro NOESY (espectro 17) fue observado un efecto NOE de

H-1 con Hs-19, indicando una orientacion alfa para el grupo acetato.

También fueron observadas las sefales caracteristicas de un metino anomeérico
en 01 4.58 (d, J = 8.0 Hz) y 6¢ 99.4, lo que indico que una aldosa se encontraba unida a

la withanolida.

La aldosa fue identificada como B-glucopiranosa con base en la conectividad
observada de las sefiales de H-1', H-2’, H-3’, H-4’, H-5 y H2-6° en el espectro
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bidimensional COSY (espectro 16), y con el valor de las constantes de acoplamiento de

las sefiales de H-1" a H-5’ (entre 8 y 12 Hz) (Duddeck et al., 2000). Los desplazamientos
quimicos de las sefiales de los metino 2°, 3’, 4’ y del metileno 6’ (tabla 5) indicaron que la
glucosa se encontraba peracetilada. Adicionalmente, en el espectro HMBC se observo la
correlacion entre las sefales de H-1" y C-3 (dc 74.7), por lo que se propuso al

monosacarido unido a la posicion 3.

El espectro de masas mostr6 un pseudo ion molecular de m/z 869 [M+Na]*,
correspondiente a la formula molecular Ca4He2016 concordante con la estructura
propuesta para IV. Ya que el compuesto IV presenta el hidroxilo de la posicién 18 libre,
otra porcion de la mezcla PVA-3 fue acetilada, pero prolongando el tiempo de reaccion.
El compuesto obtenido, IV A, presenté espectros de RMN-13C (tabla 4, espectro 20) y
RMN-H (tabla 5, espectro 19) similares a los del compuesto 1V, pero en el espectro de
carbono se observaron a campo bajo, las sefiales de seis grupos acetilo (¢ 171.0, 170.7,
170.3,170.0, 169.4y 169. 2) y en el espectro de hidrégeno, las sefiales del metileno CHa-
18 se observaron como un sistema ABen 64.17y4.12 (d, J = 11.6 Hz), desplazamientos

guimicos concordantes con la presencia de un grupo acetato en esta posicion.

El espectro de masas (EMAR-ESI) permitid6 confirmar que el compuesto IV A
posee la formula molecular CssHe4O17, dado que presentd un pseudo ion molecular
[M+NHa]* de m/z 906.

AcO

v IVA

AcO AcO
OAc OAc

Figura 23. Estructuras de los compuesto IV y IVA.
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Tabla 4. Datos de RMN-3C de los compuestos IV (125 MHz) y IV A (100 MHz) en CDCls.

Posicion IV VA
o) o)
1 74.8 74.65
2 33.5 33.6
3 74.7 74.72
4 38.0 38.0
5 136.9 136.8
6 124.2 124.2
7 31.7 31.7
8 31.5 31.8
9 42.4 42.3
10 40.6 40.5
11 20.0 *
12 35.0 35.1
13 47.9 45.5
14 56.2 56.5
15 23.6 23.7
16 22.0 *
17 55.0 54.8
18 58.9 61.8
19 19.5 19.4
20 75.5 74.72
21 21.5 20.7
22 80.5 80.9
23 31.6 31.9
24 148.5 148.3
25 122.2 122.2
26 165.6 165.9
27 125 12.5
28 20.6 20.6
B-glucopiranosa
1’ 99.4 94.5
2 71.4 71.4
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3 72.8 72.8
4 68.4 68.5
5 71.8 71.8
6’ 62.0 62.0

Acetatos
IV CO: 170.7, 170.3, 169.9, 169.4, 169.2. CHs: 21.1y 20.7.
IVACO: 171.0, 170.7, 170.3, 170.0, 169.4 y 169. 2. CH3z: 20.6 y 20.5.

* Sefiales no localizadas.

Tabla 5. Datos de RMN-'H de los compuestos IV (500 MHz) y IV A (400 MHz) en CDCls.

Posiciéon v VA
o) o)
1 5.08 sa 5.06 sa
5 2.15m 2.14m
1.83 ddd (14.0, 11.6, 2.5) 1.82m
3 3.83m 3.82m
y 2.38 ddd (13.8, 5.5, 2.2) 2.38'm
2.27td (13.5, 1.8) 2.26'm
6 5.52 da (5.5) 5.52 da (5.6)
. 2.02m 2.06m
151 m 1.58 m
8 1.54 td (10.5, 5.0) &
9 1.30 m 1.30 m
1.54 m 142 m
11
143 m 1.32m
2.6 dt(12.5, 3.5)
12 2.45m
0.951td ( 13.5, 5.0)
14 1.16 dd (10.5, 7.5) 1.20m
1.67m
15 1.68 m
1.27 m
2.01m
16 1.57m
1.55m
17 1.39 dd (10.0, 9.5) 1.53m
4.17 d (11.6)
18 3.62 sa
4.12 d (11.6)
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19 1.08 s 1.05s
21 144 s 1.39s
22 4.29 dd (13.4, 3.5) 4.24 m
o 2.37m 2.55m
2.12m 1.29m
27 1.89s 1.89s
28 195s 1.94s
B-glucopiranosa
1 4.58 d (8.0) 4.58 d (8.0)
2’ 4.95 dd (10.0, 8.0) 4.94 dd (9.6, 8.0)
3’ 5.20t(9.5) 5.20t (9.6)
4’ 5.06 d (10.0, 9.5) 5.06t (9.8)
5’ 3.67 ddd (10.0, 5.0, 2.5) 3.67 ddd (10.0, 4.8, 2.4)
6 4.24 dd (12.0, 5.0) 4.24 m
4.09 dd (12.0, 2.5) 4.09 dd (12.0, 2.4)
Acetatos
IV CHas: 2.08, 2.05, 2.04, 2.02, 2.0. IV A CHas: 2.08, 2.05, 2.02, 2.0.

* Sefial no localizada.

e Compuesto V

El compuesto V también fue obtenido después de acetilar una mezcla compleja,

en este caso PVA-4. En el experimento de IR (espectro 21) de V mostré bandas de

absorcién en 1755, 1243 y 1191 cm™ correspondientes a carbonilos de &-lactona a,B-

insaturada y a grupos acetatos.

Los espectros de RMN-'H y 13C de V (tablas 6, espectros 22 y 23) fueron muy

similares a los de la withandlida IV, por lo que se propuso la estructura de V con una

lactona a,B-insaturada, un doble enlace en C-5y CH-6, un grupo acetato unido al metino

CH-1, y con una B-glucopiranosa acetilada unida a C-3.

El analisis de los espectros de resonancia del compuesto V permitid proponer la

presencia de una segunda unidad de B-glucopiranosa acetilada, siendo una de las

senales clave aquella del metino anomérico (dc 100.0).
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En el espectro de RMN-H de V se observé un singulete en & 1.88 atribuido a un

metilo, y un sistema AB en 1 4.43y 4.39 (d, J=13.5 Hz) asignado a un metileno base de
oxigeno. Ya que en el experimento HMBC (espectro 24) el singulete correlacioné con C-
24, C-25y C-26, fue asignado a Hs-27. En el mismo espectro, el sistema AB correlaciono
con C-24, C-25 y con el carbono anomérico de la segunda aldohexosa, por lo que el

metileno fue identificado como H2-28.

Otras diferencias del compuesto V con relacion al compuesto IV fueron los
carbonos de las posiciones 18 y 20. Con base en los espectros de resonancia de
hidrégeno y de carbono, el primero se identific6 como metilo (61 0.70 s y 6c 11.7) y el
segundo como metino (dn 1.99 m y d¢ 38.9). Por lo tanto, se propuso al compuesto V
como una withandlida unida a dos monosacaridos, uno de ellos en la posicién 3y el otro
en la posicion 28. El espectro de masas (EMAR-ESI) (espectro 25) corroboro la estructura
propuesta, ya que presentd un pseudo ion molecular [M+Na]*de m/z 1183 congruente

con su férmula molecular CssHsoO2a4.

OAc
Figura 24. Estructura del compuesto V.
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Tabla 6. Datos de RMN-'H (500 MHz) y de '3C (125 MHz) del compuesto V en CDCls.

Posicién \4 \4
Oc OH
1 74.8 5.05 ta
2.14 m
2 33.6
1.81td (11.5, 2.5)
3 74.9 3.81m
2.37 ddd (13.5, 5.0, 2.0)
4 38.0
2.25m
5 136.7 | e
6 124.5 5.51 da (5.5)
7 31.6 1.99 m, 1.55m
8 31.7 1.47 td (10.5, 5.0)
9 42.1 1.28 m
10 405 | e
11 20.3 1.37 m
12 394 1.99m,1.11m
13 A R
14 56.3 1.03 m
15 24.3 1.64m, 1.15m
16 27.1 1.37m, 1.66 m
17 51.4 1.16 m
18 11.7 0.70 s
19 19.4 1.05s
20 38.9 1.99 m
21 13.4 0.99 d (6.5)
22 79.2 4.35 dt (13.0, 3.5)
2.28 m
23 24.3
2.22 da (16.0)
24 1470 | e
25 1238 | -
26 665 | e
27 12.2 1.88 sa
4.43d (13.5)
28 67.6
4.39 d (13.5)
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B-glucopiranosas

1’ 99.5 4.57 d (8.0)

2’ 713 4.94 dd (10.0, 8.0)

3’ 72.8 5.19 dd (9.5, 8.5)

& 68.2 5.05 dd (10.0, 9.5)

5’ 71.1 3.67 ddd (10.0, 5.0, 2.5)

. o1 4.23dd (12.5, 2.5)
4.08 dd (12.5, 2.5)

17 100.0 4.51d (8.0)

2 711 5.05 ddd (10.0, 8.0)

37 72.6 5.211(9.5)

4” 68.4 5.08 dd (10.0, 9.5)

57 72.1 3.70 ddd (10.0, 5.0, 2.5)

o 520 4.24dd (12.5, 2.5)

4.14 dd (10.5, 2.5)

Acetatos

dc CO: 170.7,170.5, 170.3, 170.2, 170.0, 169.4, 169.2, 169.1. CH3: 20.7, 20.6, 20.6.
on CHas: 2.08, 2.07, 2.05, 2.04, 2.03, 2.02, 2.01, 2.0, 1.99.

e Compuesto VI

En el experimento de IR (espectro 26) de VI, al igual que aquel de la withandlida
V, mostro bandas de absorcion de d-lactonas a,p-insaturadas y de grupos acetato: 1756,
1195y 1243 cm™.

Los espectros de RMN-H y 13C (tabla 7, espectros 27 y 28) del compuesto VI
fueron muy similares a los de la withandlida IV, pero con sefales de dos glucopiranosas
como en el caso del compuesto V. En los espectros de RMN de VI se observaron las
sefales de dos metinos anoméricos en o+ 4.58 (d, J=8.0 Hz), 8¢ 98.8 y o1 4.52 (d, J=8.0
Hz), &¢ 100.7.

El experimento bidimensional HMBC (espectro 29) del compuesto VI mostro la

correlacion del proton anomérico de la segunda unidad de glucosa (CH-1", &1 4.52) con
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la sefial de C-6’ (dc 68.3) de la glucopiranosa unida a CH-3. Por lo tanto, la estructura de

la withanolida VI se propuso como aquella de la figura 25.

El espectro de masas (EMAR-ESI) mostré un pseudo ion molecular [M+Na]* de
m/z 1125 congruente con la férmula molecular CseH7sO22. Una revision de la literatura
quimica permitié identificar al compuesto VI como el peracetato de withanosido V
(Matsuda et al., 2001).

Figura 25. Estructura del compuesto VI.

Tabla 7. Datos de RMN-'H (500 MHz) y de 3C (125 MHz) del compuesto VI en CDCla.

Posicién L i
Oc OH
1 74.7 5.08 ta (2.5)
2 334 2.14 m, 1.79 ddd (14.0, 11.5, 2.5)
3 74.1 3.86 m
. 281 2.41 ddd (13.5, 5.5, 2.5)
222 m
5 367 | e
6 124.6 5.52d (5.5)
7 31.6 20m, 1.55m
8 31.7 1.48 m
9 42.3 1.27m
10 | ea——
11 20.3 1.40m
12 38.1 1.08 m
13 27 | e

51



RESULTADOS Y DISCUSION

14 56.5 1.02m

15 27.3 1.68m, 1.37 m

16 24.3 1.63m,1.15m

17 52.0 1.12m

18 11.7 0.70 s

19 194 1.06 sa

20 38.8 1.99d (4.0)

21 13.4 1.0d (6.3)

22 78.3 4.37 dt (13.5, 3.5)

23 29.6 2.43dd (14.0,3.0),1.91 m

24 1489 | e

25 2 .

26 % R

27 12.5 1.93s

28 21.2 1.88s

B-glucopiranosas

1’ 98.8 4.58 d (8.0)

2 70.9 4.90 dd (9.5, 8.0)

3 72.9 5.18 1 (9.5)

4 69.1 4.91 dd (10.0, 9.5)

5 72.0 3.62 m

- 68.3 3.84 dd (10.5, 2.0)
3.63 dd (10.5, 4.0)

1” 100.7 4.52d (8.0)

27 71.4 4.97 dd (9.5, 8.0)

3” 72.9 5.18 1 (9.5)

4” 68.3 5.06 dd (10.0, 9.5)

5” 72.7 3.70 ddd (9.0, 5.0, 2.5)

o 618 4.26 dd (12.5, 5.0)

4.12 dd (12.5, 2.5)

Acetatos

oc CO: 170.6, 170.3, 170.1, 169.5, 169.4, 169.2, 169.2. CHa3: 20.7, 20.7, 20.6, 20.6, 20.5.
on CHa: 2.10, 2.07, 2.04, 2.03, 2.0.
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7.2. Actividad anti-inflamatoriade IVy V

Se evalud la actividad anti-inflamatoria de los compuestos nuevos, IV y V pero,
solamente el metabolito IV presentdé una moderada actividad antiinflamatoria, con un
porcentaje de inhibicion del edema de 43.38 %, mientras que aquel del compuesto de

referencia, indometacina, fue de 81.36 %.

Tabla 8. Actividad antiinflamatoria de los compuestos IVy V

Dosis Inhibicién
Compuesto _
pmol/oreja %
1Y 1 43.38
V 1
Indometacina 1 umol/oreja 81.36

7.3. Actividades antimicobacteriana y citotoxica de llly V

Se evaluo la actividad antimicobacteriana de los metabolitos 11l y V a través del
ensayo REMA (tabla 9), desafortunadamente las concentraciones minimas inhibitorias
(MIC100= 250 y > 500 pg/mL, respectivamente) fueron superiores a la MIC100 del farmaco
de referencia rifampina (0.06 pug/mL), por lo que ambos compuestos se consideran

inactivos frente a Mycobacterium tuberculosis.

Por otra parte, fue determinada la toxicidad de 11l y V en células Vero mediante el
ensayo MTT. La concentracion inhibitoria media (ICso) del compuesto Il fue menor a 20
pg/mL, bastante inferior a la del farmaco de referencia (>1000 pg/mL), por lo que el
compuesto Il fue considerado téxico. En relacion con el compuesto V su ICso fue de 387

p/mL, lo que indico una toxicidad moderada.

Tabla 9. Evaluaciones de las actividades antimicobacterianas (M. tuberculosis) y niveles

de citotoxicidad de los compuestos lll y V.

] indice de selectividad
MIC100 ICs0, €n células
Compuesto (ug/mL) y (ug/mL) (Sh)
m ero m
HO HO IC50/MIC100
i 250 Menora20 | = -
V > 500 387 0.774
Rifampina 0.06 >1000 >16,666
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7.4. Inhibicidn de las enzimas acetilcolinesterasa, enzima a-glucosidasa de

levaduray deratadellly V

Choudhary et al., describieron en el 2004 la capacidad de withaferina A de inhibir
a la enzima acetilcolinesterasa, este hecho indujo a evaluar a los compuestos Il y V como
inhibidores de la misma enzima. Las concentraciones utilizadas de los compuestos fueron
de 1 a 100 uM (tabla 10) y los porcentajes de inhibicidn variaron desde 4.86 % hasta 9.13
%, muy por debajo al porcentaje de inhibicion del control positivo, eserina (47.97 %, 0.01
pM), por lo que 1l y V son considerados inactivos.

En la prueba de inhibiciéon de la enzima a-glucosidasa de levadura (tabla 10), los
porcentajes de inhibicién variaron de 4.05 a 8.05 %, muy por debajo del resultado
obtenido por el control positivo, quercetina (42.70 %, 15 puM), de modo que 1l y V fueron

considerados inactivos.

Los compuestos Il y V también fueron evaluados como inhibidores de la enzima a-
glucosidasa de rata, en este caso el compuesto de referencia fue acarbosa (49.19 %, 45
UM), y una vez mas, los compuestos Il y V fueron inactivos. Adicionalmente, el extracto
de acetona fue evaluado en la inhibicion de las enzimas acetilcolinesterasa, a-

glucosidasa de levadura y de rata, pero los resultados nuevamente fueron negativos.

Tabla 10. Inhibicion de las enzimas acetilcolinesterasa, a-glucosidasa de levadura y de

rata.
Inhibicién de las enzimas
Compuesto CO”CG:JG‘C‘G” acetilcolinesterasa “'Q'T:;’:;ifzade “‘g'::‘zzasa
Inhibicion (%)
1l 1 7.21 4.05 0.30
10 7.54 4.82 1.34
100 4.86 4.41 0.99
Vv 1 5.59 -5.09 3.32
10 7.02 -9.31 2.97
100 9.13 8.05 -0.54
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8. CONCLUSIONES

Del extracto de acetona de la planta entera sin frutos ni célices de P. volubilis
Waterf. se aislaron e identificaron seis metabolitos secundarios, dos de ellos nuevos (IV
y V) y aislados como derivados acetilados. Los cuatro compuestos restantes son
conocidos y fueron identificados como withaferina A (1), glucésido de B-sitosterilo (1), 3B-
O-sulfato de 2,3-dihidrowithaferina A (lll) y peracetato de withanésido V (VI).

Como parte de la elucidacion estructural se obtuvieron los derivados acetilados de
3B-O-sulfato de 2,3-dihidrowithaferina A (11l A) y del nuevo metabolito IV (IV A).

Considerando a los compuestos aislados de P. volubilis, su perfil guimico coincide
con el de las especies estudiadas de la seccién Lanceolatae, género Physalis.

Respecto a los diferentes ensayos de actividad biolégica realizados a algunos de
los metabolitos aislados de P. volubilis, el compuesto IV mostré actividad antiinflamatoria
moderada y los metabolitos Ill y V presentaron citotoxicidad en células Vero sanas. En
las pruebas de actividad antimicobacteriana e inhibicibn de las enzimas
acetilcolinesterasa, a-glucosidasa de levadura y de rata de los compuestos llly V, y el

extracto de acetona mostraron ser inactivos.
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Espectro 12. IR del compuesto IV (Solucion en CHCIs).
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Espectro 20. RMN-13C del compuesto IV A (100 MHz, CDCls).
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Espectro 20. RMN-13C del compuesto IV A (100 MHz, CDCls).
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Espectro 26. IR del compuesto VI (Solucion en CHCIs).



o AcO a P
: o 8
00
OAc %}7 | |
AcO AcO
OAc OAc
1 /
s FEF  oF i f/ S A // I/U J
l
|
|
N 11T VTR el
T T T T T T T T T T T T T T T
7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 45 4.0 35 3.0 25 2.0 1.5 1.0 0.5 ppm
g e R B EEEEE N
— | e en ~ e B | Bl o~ e - =} 2 R= <_3_ R L] [ag) o

Espectro 27. RMN-'H del compuesto VI (500 MHz, CDCls).




mmmmmmmmmmmmmmm
wwwwwwwwwwwwwww

mmmmmmmmmmmmmmm

W

——4.584
——4.568
——4.526
——4.510

|||'| ||I |

T T T T T T
T T T T T T T T 3.90 3.85 3.80 3.75 3.70 3.65 ppm

47 4.6 4.5 44 43 4.2 4.1 ppm
oo OO A o o~ @ NOY M ~r~ OO NN
N oo~ @ ~ \0 - @ ~Y N MeEHAOO0NO®
L T o . i e e ooo o o ooy O OO\ O D
wwn N N nnn wn T ITT T TegTTTT

T T T

T T T T T T T T T T T
5.55 5.50 545 5.40 5.35 5.30 5.25 5.20 3.15 5.10 5.05 5.00 4.95 4.90 ppm

Espectro 27.1 RMN-'H del compuesto VI (500 MHz, CDCls).




NNNNNN

_—1.816

—~1.811

—_—1.788

——1.764

—~1.760

T T T

T T T
230 225 220 215 210 205 200 195 190 185 180 ppm

T T T T T T I T

mmmmmmmmmmmmm

mmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmm

A A A A A A A A A A A A A At A - e ket kel

\\\I////!\H/\\l// \\\l//l \ /l \\H/W |

o
oo
oo
—~Oo

[
P/ A Lun L 0 v cilanls

T T T T 1 T T I T T T T T T

T
170 165 1.60 155 1.50 145 140 135 130 125 120 LI15 110 105 ppm

Espectro 27.2 RMN-'H del compuesto VI (500 MHz, CDCls).



ZLE®

0cv

66€°
667"
66G°
¥29°”
€oL”
8cL’
2sT’
652"
LEE’

06§

819"
699°
(1A
LSO"
b8’
9€6”
018"
16¢°
oEL”
€00°
9G¥ "
668"
6’

pEE
€ET
888

418
620"

LeL
998
868

866

869°

9¢6°

ze0”
61"
€€T”
0Ep”
00S§*
961"
ote”
666"

€ET”
cLe”
oL

(47
91g”

68L"°

€1
‘6T
0c
0T
4
0C
0Z

12—
vg—
12—
62—
1€

89
“89
.mmj//(
.OP)/(
"L
‘L
"L

9L
‘oL

86!~
00T —

¢l

Bel—

gL

L9t

mﬁ/
mﬁW.

691

691
oLt
oLt
oLt

I

I

L

|

ST O [

1

WWWWWJ
170

200

T

20

T

70

140

ppm

10

50 40

60

120 110 100 90 80

130

150

160

180

190

Espectro 28. RMN-3C del compuesto VI (125 MHz, CDCla).
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