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1. INTRODUCCION

Desde tiempos prehistoricos, los humanos han utilizado recursos naturales
como plantas, animales, microorganismos y organismos marinos para aliviar y tratar
enfermedades. Por lo que respecta a las plantas, a medida que el humano
evoluciond, no solo fue capaz de decidir cuales servian para comer y cuales no,
sino que también fue més alla y comenzo6 a asociar caracteristicas curativas con
ciertas plantas, clasificandolas en analgésicos, febrifugos, antiflogisticos,
soporiferos, entre otras categorias. Con el transcurso de los afios, el conocimiento
del uso de las plantas se fue sistematizando y actualmente, el estudio de las drogas
naturales, incluidas las plantas, es abordado por la Farmacognosia. Esta disciplina
se enfoca particularmente al estudio de los principios activos de origen vegetal,
fungico, protista, animal y mineral, asi como de los derivados que pudieran tener
una aplicacion en diferentes practicas terapéuticas (Cortez-Gallardo et al., 2004;
Bruneto, 2001).

Por otra parte, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) estima que
alrededor del 80% de la poblacion mundial utiliza la medicina tradicional para sus
necesidades de atencién primaria de salud (WHO Global Centre for Traditional
Medicine , 2022). La OMS destaca la importancia de las plantas medicinales como
una fuente importante de productos medicinales, debido principalmente a que tienen
una diversidad quimica Unica, lo que resulta en una amplia gama de actividades

biolégicas (Cortez-Gallardo et al., 2004).

De acuerdo con la definicion de la Organizacién Mundial de la Salud, “una
planta medicinal es definida como cualquier especie vegetal que contiene
sustancias que pueden ser empleadas para propositos terapéuticos O cuyos
principios activos pueden servir de precursores para la sintesis de nuevos farmacos”
(OMS, 1979).

Las plantas producen una asombrosa diversidad de compuestos. Algunos
son parte de las vias metabdlicas "primarias”, lo cuales son base fundamental para

su crecimiento, desarrollo y reproduccion. El otro grupo importante de metabolitos



se denominan “metabolitos secundarios” o “metabolitos especializados” los cuales
se biosintetizan, se almacenan y bajo condiciones particulares las plantas los usan.
La biosintesis y acumulaciéon de metabolitos secundarios a menudo ocurre en
plantas estresadas por mudltiples factores, incluidos los efectos de elicitores y
moléculas de sefializacion. De esta manera, los metabolitos secundarios juegan un
papel muy importante en la adaptacion de las plantas al medio ambiente y en la
superacion de las condiciones de estrés, lo cual permite que sean considerados
compuestos bioactivos, con una gran importancia como fuentes potenciales de
farmacos y medicamentos, aditivos alimentarios y bioquimicos de importancia

industrial (Ramakrishna & Ravishankar, 2011).

En resumen, es importante mencionar que los metabolitos secundarios de
las plantas medicinales son los responsables de las propiedades terapéuticas,
presentan una gran diversidad estructural y mayor complejidad que los metabolitos
primarios, muchos de ellos poseen distribucién taxonémica restringida, es decir,
estos compuestos son producidos por un grupo reducido de organismos. También,
son indicadores importantes para evaluar la calidad de las plantas medicinales en

cuyo caso, son llamados compuestos marcadores.
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Figura 1. Metabolitos primarios y secundarios en plantas.



En este trabajo se pretende profundizar en la composicion quimica de una de
las especies medicinales mas utilizadas en la Medicina tradicional de México,
conocida como Justicia spicigera Schlitdl. (Acanthaceae), y de esta manera
contribuir en el conocimiento de su metabolismo secundario. Esto brindara la pauta
para que algunos de sus metabolitos puedan ser estudiados farmacol6gicamente y
entender muchos de los efectos terapéuticos demostrados de esta planta que tiene

un gran valor medicinal.

2. ANTECEDENTES

2.1 Aspectos generales de Justicia spicigera

México es un pais megadiverso, y las plantas, en particular las medicinales,
se han usado desde la antigliedad. Este patrimonio cultural ha sido difundido por
generaciones, de manera que algunas de estas costumbres aln se ejercen de
manera cotidiana hasta el dia de hoy en todo el pais. México ocupa el segundo lugar
mundial en registro de plantas medicinales y en la mayoria de los casos se
desconoce los compuestos activos relacionados a sus propiedades terapéuticas
(Cruz Pérez et al., 2021).

Dentro de las especies que tienen un amplio uso en México se encuentra
Justicia spicigera Schitdl. (Acanthaceae) (Vega-Avila et al., 2012), conocida
comunmente como muicle o muitle. Sus antecedentes de uso estan ampliamente
documentados; asi, por ejemplo, se utiliza como agente tintéreo, para curar
disenteria, diabetes, leucemia, anemia y enfermedades de indole cultural como
susto y aire, (Atlas de la medicina tradicional de México, 2009). Por esta razén la

planta ha sido objeto de multiples estudios farmacologicos.



Las propiedades tintoreas de esta planta también han sido investigadas
debido al uso de los pigmentos en varias artesanias y tejidos mexicanos, desde
tiempos prehispanicos (Arberet et al., 2021). Lo anterior es con el fin de establecer
las similitudes y diferencias del afiil con la intencién de incluirlo en los alimentos

(Baqueiro-Pefa & Guerrero-Beltran, 2014).

Figura 2. Flores y hojas de Justicia spicigera Schitdl.
Foto de cortesia por: Dra. Araceli Pérez

2.2. Quimicay farmacologia de J. spicigera

Debido al amplio uso de la planta en la medicina tradicional, se han reportado
multiples estudios farmacologicos de diferentes extractos hidroalcohdlicos y
acuosos de las partes aéreas de J. spicigera, los cuales han demostrado poseer
actividad citotoxica (Caceres-Cortés et al., 2001; Fernandez-Pomares et al., 2018),
anticancerigena (Jacobo-Salcedo et al., 2011), inmunomoduladora (Alonso-Castro
et al., 2012), anthipertensiva (Esquivel-Gutiérrez et al., 2013), antidiabética (Ortiz-
Andrade et al., 2012), ansiolitica, anticonvulsivante (Gonzalez-Trujano et al., 2017),
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antibacteriana y antifungica (Vega-Avila et al., 2012), antiparasitaria (E. Awad et al.,
2018), espasmolitica (Angeles-Lopez et al., 2021), antiinflamatoria (Meckes et al.,

2004) y antinociceptiva (Zapata-Morales et al., 2016).

De acuerdo con la exhaustiva revision y analisis bibliografico que presento
en su disertacion escrita Montiel (2022), existen pocos metabolitos aislados e
identificados para el género Justicia y particularmente para Justicia spicigera. Los
estudios fitoquimicos revelan que esta planta esta constituida principalmente por
flavonoides (canferitrina, naringenina, kaempferol) (Esquivel-Gutiérrez et al., 2013;
Euler & Alam, 1982), carotenoides, esteroles, alantoina (Dominguez et al. 1990),
procumbendsido B (Perez Gutierrez et al., 2018) y algunos compuestos alifaticos
(Vega-Avila et al., 2012). En la Tabla 1, se presentan metabolitos adicionales que

no fueron incluidos en esta revision.

Respecto a la farmacologia de los compuestos aislados de J. spicigera, se
mencionan a continuacion algunas de las propiedades que disponen los principales

metabolitos de la planta, como son canferitrina, procumbendsido B y alantoina.

En el caso de la canferitrina, destacan principalmente los estudios para
evaluar su actividad como antiinflamatorio, antinociceptivo (De Melo et al., 2009) y
antidiabético (De Sousa et al.,, 2004). Procumbendsido B demostré actividad
antinflamatoria (Perez Gutierrez et al., 2018) y finalmente, el compuesto alantoina
demostré actividad antiinflamatoria, antinociceptiva (Florentino et al., 2016; Lee et
al., 2010) y antidiabética (Tsai et al., 2014). Para conocer mas detalles de la especie
sobre su quimica y farmacologia, existe un trabajo monografico de actualizacion
publicado (Montiel, 2022).



Tabla 1. Metabolitos aislados de Justicia spicigera reportados en la literatura.

Estructura

Nombre

Referencia

3-0-a-L-arabinopirandsido-7-0-a-
L-ramnopirandsido kaempferol

(Giron, 2015)

? Difilina (Gutierrez &
- OO 0 Flores, 2018)
o
OH
/—0

Tuberculatina

(Gutierrez &
Flores, 2018)

HsCO
Uy
HsCO

OCH;

Cilinaftalida C

(Gutierrez &
Flores, 2018)
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2. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

Las plantas medicinales son un recurso natural muy importante en México ya
que son usadas aun en muchas comunidades rurales e indigenas, y también forman
parte del autocuidado domeéstico. Dentro de las plantas mas consumidas en México
se encuentra J. spicigera, la cual se recurre a ella para tratar la diabetes, como
anticancerigena, antihipertensiva, antidisentérica, anticonvulsiva, para trastornos
estomacales, para la anemia, para “limpiar’ la sangre, por mencionar las mas
importantes (Araiza, 2000). Por lo que respecta a su compaosicion quimica, hasta la
fecha se conocen pocos metabolitos de esta importante especie vegetal, y por lo
tanto no se han podido esclarecer aun todos los mecanismos de accion
relacionados a las multiples propiedades farmacologicas demostradas para la
planta. Por esta razon, es importante identificar cuéles serian los principios activos
que podrian en algin momento, brindar oportunidades para la generacion de
nuevos farmacos. Por otra parte, y ho menos importante, conocer los metabolitos
de las plantas, nos lleva también a comprender la diversidad quimica con la que
cuentan las especies vegetales, no solo para conocer sus procesos de defensa
(Sepulveda Jiménez et al., 2003), sino también para poder identificar relaciones
guimiotaxonomicas, lo que pueden llegar a ser muy importante dentro de la

sistematica de plantas (Alonso-Castro et al., 2011).

Adicional a lo anterior, es importante mencionar que J. spicigera no se
encuentra en ninguna de las tres ediciones actuales de la Farmacopea Herbolaria
Mexicana, por lo que carece de estandares de calidad para productos elaborados a
base de esta, de manera que se vuelve apremiante realizar sus estudios de

composicion.

Por todo lo anteriormente expuesto, el objetivo general del presente trabajo
es, caracterizar la mayor cantidad posible de metabolitos presentes en un extracto

acuoso obtenido de las partes aéreas secas de Justicia spicigera.

Para el cumplimiento de este objetivo, se plantearon los siguientes objetivos

especificos:
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-Preparar un extracto acuoso por infusion, esto debido a que es uno de los

preparados tradicionales de mayor uso de la planta.

-Realizar una extraccion liquido-liquido de la infusion utilizando como disolvente
organico, acetato de etilo (AcOEt), con la finalidad de disminuir la complejidad del

extracto inicial.

-Realizar el estudio fitoquimico de la fraccion de AcOEt aplicando técnicas
cromatograficas convencionales, con la finalidad de aislar la mayor cantidad de

metabolitos.

-Realizar el analisis espectroscépico y espectrométrico de los compuestos aislados,

con la finalidad de establecer inequivocamente sus estructuras.

3. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

3.1. Material Vegetal

Las partes aéreas de la especie vegetal Justicia spicigera fueron colectadas
por la Dra. Araceli Pérez Vasquez en el municipio de San Pedro Jicayan, Jamiltepec,
estado de Oaxaca en marzo 2017 y fueron identificadas por el Dr. Rafael Torres
Colin en el Instituto de Biologia, UNAM. En el Herbario Nacional (MEXU) se
conserva un ejemplar de referencia con el numero de voucher 1465410.
Adicionalmente, se obtuvo un segundo lote comercial de las partes aéreas de J.
spicigera, adquirido en el mercado “La Bola” en Coyoacan, Ciudad de México en
diciembre de 2018.

El material vegetal fue sometido a un proceso de desecacion a temperatura
ambiente y posteriormente fue fragmentado en un molino de cuchillas de Willey

modelo 4 (tamafio de la malla 2 micras).
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3.2. Procedimientos generales

3.2.1. Analisis cromatograficos

El analisis cromatografico en capa delgada (CCD) se realiz6 en placas de
aluminio de diferentes dimensiones, recubiertas con una capa de gel de silice 60
F254 (Merck). El sistema de elucion utilizado fue una mezcla de AcOEt-MeOH-H20
(85:10:5). Para la visualizacion de las placas se emple6 luz UV (1 =254 y 365 nm) y
agentes cromdgenos como sulfato cérico amoniacal y 4-anisaldehido (0,5 mL de 4-
anisaldehido, 5 mL de H2SO4, 10 mL de AcOH glacial y 85 mL de CH3OH), seguido

de calentamiento (110° C aprox.) para desarrollar color.

La cromatografia en columna abierta (CCA) se realizd en columnas de vidrio
de diferentes capacidades, empacadas con gel de silice y Sephadex LH-20
(Pharmacia). Como fase mavil, se utilizaron diferentes mezclas de AcOEt/MeOH
para gel de silice y en el caso de Sephadex LH-20 se utilizé Acetona/MeOH y MeOH
(100%) en diferentes proporciones.

La cromatografia de liquidos de alta eficiencia acoplada a espectrometria de
masas (LC-EM) se realiz6 en un cromatégrafo Agilent Technologies 1200 equipado
con un detector de triple cuadrupolo (QqQ) LC/MS 6410 y como modo de ionizacién
se empled al electrospray en modalidad positivo y negativo. La determinacion del
perfil cromatografico del extracto acuoso total y de la fraccion de AcOEt de J.
spicigera se realizaron en una columna ZORBAX Extend-C-18 con un tamarfio de
particula 5um, un didametro interno 4.6 mm y una longitud de150 mm. Se utiliz6 como
fase movil un gradiente &cido formico al 0.1% (A)-ACN 100% (B): 0 min, 5% B; 10
min 5% B; 20 min 95% B; 30 min 95% B; 32 min 5% B Flujo: 0.50 mL/min.

13



3.2.3. Determinacién de constantes espectroscopicas y
espectrométricas

Los espectros de Resonancia Magnética Nuclear proténica (RMN-1H) y de
carbono-13 (RMN-13C) fueron obtenidos con un equipo, marca Varian VNMRS,
operados a una radiofrecuencia de 400 MHz (9.4 T) y se analizaron con el sofware
MestReNova (v12.0.2). Los desplazamientos quimicos (&) se expresan en unidades
de ppm con referencia a las sefiales del disolvente residual (DMSO-ds, CD3OD 0o
CDCI3) o al Tetrametilsilano (TMS). Las mediciones UV se realizaron con un
espectrofotometro UV-vis Perkin- Elmer Lambda 2. Los espectros IR se realizaron
en espectrofotometro de FTIR/FIR Spectrum 400 de Perkin-Elmer. Estos analisis se
llevaron a cabo en la Unidad de Servicios de Apoyo a la Investigacion y a la Industria
(USAII) de la Facultad de Quimica, UNAM.

3.2.4. Preparacion de lainfusion de la planta J. spicigeray de la
fraccion de AcOEt

450 g de partes aéreas secas y molidas de J. spicigera colectadas en Oaxaca
se extrajeron por infusion con 45 L de agua destilada durante 30 minutos.
Posteriormente, se filtr6 y se sometié a un proceso de reparto con AcOEt (3 X 45
L). Las fracciones orgénicas resultantes fueron reunidas, se filtraron y se secaron
sobre Na2SO4 anhidrido y finalmente se concentraron al vacio, para obtener 3.7 g

(residuo color purpura) de la fraccion primaria de AcOEt.

La fraccion de AcOEt fue sometida a un fraccionamiento por cromatografia
en columna abierta (CCA), sobre gel de silice desactivada al 20% con agua
desionizada, usando como gradiente de elucibn Hexano-CHCIl3-MeOH
(90:10—0:100—80:20). Lo anterior, permitio la obtencién de 38 fracciones (F1-F38).
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1. 30 min; H20d
2. Filtrar y secar Na2SO4

Extraccion liquido-liquide con AcOEt
(3x45L)

Cromato%r,aﬂs en Gel de silice
{Hexano-

l

HCI3-MeOH)

|

Lavados con :
MeOH CCA, Sepz&isx LH20 CCA, Sephadex LH20.

CCA, Sephadex LH20. CCA, Sephadex LH20 | Lavados con
| (M (Acetona-MeOH) (MeOH)

(Acetona-MeOH) MeOH

CCA. Sephadex LH20
(MeCH)

Figura 3. Estrategia metodolégica para el aislamiento de metabolitos adicionales de J. spicigera
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3.2.5. Aislamiento de 2-N-(p-Coumaroil)-3-H-fenoxazin-3-ona (1)

La fraccion F8 fue seleccionada para realizar un fraccionamiento secundario
mediante una cromatografia en columna abierta empacada con Sephadex LH-20 en
MeOH (100%). Del procedimiento anterior, se obtuvieron 15 fracciones (F8-1-F8-
15), las cuales fueron analizadas por CCD y fueron reunidas por similitud
cromatografica. De las fracciones F8-7-F8-13, se obtuvieron 16 mg del compuesto
1.

3.2.6. Aislamiento de 3"-O-acetil-canferitrina (2)

Se realiz6 un fraccionamiento secundario a F29 por medio de una
cromatografia en columna abierta, donde se utilizé como fase estacionaria
Sephadex LH-20 y como fase movil la mezcla de Acetona-MeOH (95:5). Se
obtuvieron 15 fracciones (F29-1-F29-15) y fueron analizadas por medio CCD. Las
fracciones F29-8-F29-10 fueron reunidas por similitud cromatogréfica obteniendo 15

mg del compuesto 2.

3.2.7. Aislamiento de Canferitrina (3)

De la fraccién F31, se observé un compuesto puro pero pigmentado, se
realizaron multiples lavados con MeOH para la obtencion de 85 mg del compuesto
3.

3.2.8. Aislamiento de compuesto 7-O-a-L-ramnopirandsido de Canferol

(4)

La fraccion F23 fue sometida a un fraccionamiento secundario por CCA sobre
Sephadex LH-20, se utiliz6 como sistema de elucién Acetona-MeOH (80:20). De lo
anterior, se obtuvieron 8 fracciones (F23-1 — F23-8), las cuales fueron analizadas
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por CCD vy reunidas por similitud cromatografica. La fraccion F23-3 se purificd
mediante CCA empacada con Sephadex LH-20, se utiliz6 como fase movil MeOH

(100%). De lo anterior, se obtuvieron 5 mg del compuesto 4.

3.2.9. Aislamiento de la 2,5-dimetoxibenzoquinona (6)

La fraccién F4 fue sometida a multiples lavados con MeOH, lo que permitié

la obtencién de 20 mg del compuesto 6.

3.2.10. Aislamiento de 4-hidroxifenil-(6’-O-[4"’-hidroxi-3",5”-dimetoxi-
benzoato]) de B - D-glucopiranésido (7)

La fraccién F25, se purificé por cromatografia de columna abierta sobre
Sephadex LH-20, como sistema de elucion se utiliz6 MeOH (100%). Se obtuvieron
10 fracciones (F25-1-F25-10) fueron analizadas por CCD. La fraccion F25-6 permitid

la obtencién de 5 mg del compuesto 7.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

La especie vegetal Justicia spicigera fue seleccionada en este trabajo para
una reinvestigacion quimica considerando el criterio ethomédico de preseleccion de
materias primas. De acuerdo con la informacion reunida por Montiel Cervantes
(2022) en su tesis monografica, la especie cuenta una gran reputacién en nuestro
pais para tratar diferentes dolencias. Por esta razén, diferentes extractos han sido
usados para comprobar varios de los efectos terapéuticos que se le atribuyen a la
planta, lo que permite confirmar que es una de las especies mas importantes dentro
de la Medicina Tradicional de México. Esta importancia fitoterapéutica contrasta con
lo reportado hasta la fecha para su composicion quimica, ya que existen pocas
investigaciones que aportan informacion sobre compuestos aislados vy
estructuralmente caracterizados inequivocamente. Por lo tanto, con la finalidad de
contribuir al conocimiento de la composicion quimica de J. spicigera, en este trabajo
se selecciond a la infusiébn como objeto de estudio, ya que es uno de los preparados
tradicionales de mayor uso. A partir de la infusion se obtuvo una fraccion de acetato
de etilo (AcOEt) por extraccion liquido-liquido, la cual, después de secarse in vacuo,
se fraccionO por cromatografia en columna abierta sobre gel de silice. Algunas
fracciones obtenidas fueron seleccionadas para separaciones subsecuentes por
columna abierta sobre sephadex LH-20 y/o gel de silice. De estas separaciones se
obtuvieron seis compuestos (1-4, 6y 7), de los cuales 1y 2 no estan reportados en
la literatura (Tabla 2). La estructura 1 corresponde a un compuesto nitrogenado de
tipo 3H-fenoxazin-3-ona con un residuo de coumarico, y la estructura 2 a un
derivado de canferitrina con un residuo de éster de acetato, unido a un carbono de
una de las dos ramnosas. Los compuestos 4, 6 y 7, ya se han aislados de otras
especies vegetales, sin embargo, es la primera vez que se reportan para J.

spicigera. La estructura 3 corresponde a la canferitrina.

Por lo que respecta al compuesto 5, esta fue previamente aislado de J.
spicigera por Montafio Cruz (2021) en una primera reinvestigacion, y reportado en
su tesis de licenciatura, sin embargo, se hace una correccion a la estructura, ya que

no corresponde a un derivado de tipo flourenona como primeramente se planteo.
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Un andlisis detallado de los espectros permitié corregir y confirmar que se trata de
un derivado de tipo 3H-fenoxazin-3-ona, llamado perisbivalvina B que habia sido
aislado previamente de Peristrophe vibalbis (L.) Merr (sin.: P. roxburghiana (Schult.)
Bremek.; Justicia tinctoria Roxb.), otra Acanthaceae que también tiene uso como
planta tintérea. La especie P. vibalbis es una fuente importante de 3H-fenoxazin-3-
onas, ya que de esta planta se han aislado otros dos derivados (Thuy, et al., 2012a;
2012b; 2013; Qin, et al., 1999) (Figura 4).

O

N Haco

H3CO o) o) H3CO O O

Perisbivalvina A Peristrophina

Figura 4. 3H-fenoxazin-3-onas aisladas de P. bivalvis.

La determinacion estructural de todos los compuestos se realizé mediante la
aplicacion de técnicas espectroscopicas, espectrométricas y en el caso de los
compuestos conocidos 3-7, por comparacién con datos reportados en la literatura.
También se presentan los analisis para la correccion de la estructura 5, la cual se
realiz6 por comparacién de las sefiales obtenidas por Resonancia Magnética
Nuclear con los reportados por Thuy, et al.,, 2012a. A continuacion, se detalla la

elucidacioén estructural de los compuestos 1, 2, y 4-7.
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Tabla 2. Compuestos aislados de J. spicigera.

Estructura Cantidad Observaciones
0]
Sin reportes de aislamiento
HsCO 0 0 OH 16 mg P
2-N-(p-Coumaroil)-3H-fenoxazin-3-ona
Sin reportes de aislamiento
15 mg
Aislada previamente de J. spicigera,
85 mg entre otras especies.
(Euler & Alam, 1982)
Canferitrina (3)
OH
o o O Aislado previamente de:
o O \ -Aconitum vulparia Rchb
HOSL OH 5 mg (Ranunculaceae) (Fico et al., 2003)
OH OH © - Bryophyllum pinnatum
o (Crassulaceae) (Tatsimo et al., 2012)
7-O-Ramndésido de Canferol (4)
HO Ny NH,
:@: :@ Aislada previamente de:
HsCO o o 16mg -Peristrophe bivalvis (Acanthaceae)
(Thuy, TT et al., 2012)
Perisbivalvina B (5) *
0 OCHjg Aislada previamente de:
II - Phyllostachis nigra (Poaceae)
H3CO 0 20 mg (Tamotsu et al., 1984)
- Plumeria rubra (Apocynaceae)
2,5-Dimetoxiquinona (6) (Kardono et al., 1990)
OH
H3CO, OCH,4
OH
Aislado previamente de:
SR -Clematis parviloba (Ranunculaceae)
Hﬁo&&o 5mg (Yan et al., 2010)

OH

4-Hidroxifenil-(6'-O-[4"-hidroxi-3",5"-
dimetoxibenzoato)] de B-D-
glucopiranosido (7)

- Leea asiatica (Leeaceae)
(Kil et al., 2019)

*Aislado previamente por Montafio Cruz, 2021, pero la estructura se corrige en este trabajo.
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4.1. Elucidacién estructural de la 2-N-(p-coumaroil)-3H-fenoxazin-3-ona (1)

El compuesto 1 se aislé como un solido vitreo rojo oscuro soluble en metanol,
acetonitrilo y mezclas de metanol-agua. En el espectro de Infrarrojo (IR) se observan
bandas de absorciéon caracteristicas para grupos OH en vmax 3286 cm, para
carbonilo de amida conjugada en vmax 1590 cm. El espectro en el UV presento tres
bandas de absorcion en A 224, 291 y 601 nm, esta Ultima explica en parte su

caracteristico color oscuro de la molécula.

Su espectro de masas en alta resolucion obtenido por el método electospray
en modo positivo (HRESIMS, por sus siglas en inglés) presentd un ion molecular de
m/z 405.1090 [M + H]* (masa exacta calculada: 405.1081 uma, Appm = 2.2), que
corresponde para la férmula molecular C22H17N20s*. La molécula presenta un indice

de instauracion de 16.

Por lo que respecta a los espectros de RMN mono y bidimensionales, estos
se obtuvieron tanto en CD30D, como en DMSO-ds (Figuras 5-8, Ver anexos: Figuras
22-28) y en los dos se observan sefiales muy similares para las phenoxazinonas
reportadas en P. bivalvis. Asi, en los espectros de RMN-H se detectaron en la
region de los arométicos, cuatro singuletes correspondientes al residuo de 3H-
phenoxazin-3-ona en &u (CD30D) 8.62 (H-1), 6.53 (H-4), 6.94 (H-6) y 6.48 (H-9) y
que estan en armonia con las reportadas para la perisbivalvina A (Thuy et al.,
2012a). Tanto la perishivalvina A como el compuesto 1, presentan una sefal
caracteristica para el proton de la amida a dn 9.02 (NH) detectada en el espectro
obtenido en DMSO-ds (Figura 7). Por lo que respecta a las sefales
correspondientes al residuo de coumarico, estas son perfectamente distinguibles,
apareciendo en d1/6c (CD30D) a 160.9 (C-4"), 127.7 (C-1"), 7.51 (H-2', H-6)/131.0
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(C-2', C-6", 6.82 (H-3', H-5/116.8 (C-3', C-5"), 7.61 (H-7)/143.3 (C-7") y 6.77 (H-
8')/118.8 (C-8'). Las sefiales en el espectro de RMN-'H (CD30D) que corresponden
al anillo aromatico (dn 7.51 y 6.82) integran para dos protones cada una, formando
un sistema de tipo AA'BB' con valores de J = 8.5 MHz, cada una. También se
observan dos sefiales en o1 (CD3OD) 7.61 y 6.77, que pertenecen a los protones
vinilicos y que de acuerdo con sus constantes de acoplamiento (J =15.6 MHz),

corresponde al isbmero trans.

mmmmmmmmmmmmm
NEo—ammaN 100 T NN
CnhTawmwodNmNNnT

mmmmmmmmmmmmm

HO 2 N ! N TN N ;
Sa 10a
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ﬁ 4a S ’ ) OH
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-OCH;,
9
]
1 6 4
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| | - I]wj LV, “J"JWLJJ U
4 A 4
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Figura 5. Espectro de RMN *H (400 MHz, CD;OD-d4) del compuesto 1.
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Figura 7. Espectro de RMN *H (400 MHz, DMSO-dg) del compuesto 1.
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Figura 8. Espectro de RMN *3C (400 MHz, DMSO-ds) del compuesto 1.

Las correlaciones observadas en el espectro bidimensional HMBC
permitieron confirmar la conectividad entre hidrégenos y carbono tanto del residuo
de la 3H-phenoxazin-3-ona, como del coumarico (Figura 9). También, por medio del
andlisis de las correlaciones en HMBC obtenido con DMSO, se pudo confirmar la

unién del couméarico mediante un enlace amida, entre estos dos residuos (Figura
10).

O
HO N NH

OH
HsCO 0 0

Figura 9. Correlaciones observadas en HMBC (CD3OD) para la molécula 1.
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Figura 10. Correlaciones importantes observadas en HMBC (DMSO-ds) para la molécula

1.

Toda esta informacion permite confirmar que la estructura 1 es un derivado

de tipo 3H-phenoxazin-3-ona. La busqueda en las bases de datos Sci Finder y

PubMed, confirma también que no se encuentra reportada aun. En la tabla 3 se

presentan los valores de desplazamiento en DMSO-ds y CD30OD que se detectaron

para esta molécula.

Tabla 3. Datos espectroscopicos en DMSO-ds y CD;0OD-d4 para el compuesto 1.

DMSO-de? CDsOD-d4?
no. & 64 (J en Hz) HMBC (H—C) & 6 (J en Hz) HMBC (H—C)
1 114.7 8.44s C-2 117.0 8.62s C-3, C-4a
2 146.3 - - 1315 - -
3 * - - 1729 - -
4 102.7 6.26 s 102.2 6.53s C-2, C-4a, C-10a
4a 146.2 - - 148.6 - -
5a * - - 149.1 - -
6 107.1 6.86s C-8 107.5 6.94s C-5a, C-7,C-8
7 152.7 - - 1555 - -
8 146.1 - - 175.9 - -
9 100.3 6.29s C-9a 103.6 6.48 s C-9a, C-5a, C-7
9a 1325 - - 1348 - -
10a 146.1 - - 133.9 - -
1 126.1 - - 127.7 - -
2 129.7 7.53,d (8.5) C-3,C4 131.0 7.51d(8.6) c-4"
3 115.7 6.81, d (8.5) c-1" 116.8 6.82 d (8.6) C-1
4' 159.1 - - 160.9 - -
5' 115.7 6.81, d (8.5) c-1 116.8  6.80d (8.6) c-1
6' 129.7 7.53,d (8.5) c-4 131.0 7.51d(8.6) c-4
7 140.4 7.48, d (15.6) C-1 143.3 7.61d (15.6) c-1, Cc-2", C-6"
8' 119.1 7.10, d (15.6) C-1 118.8 6.77 d (15.6) c-1"
9 164.2 - - 167.1 - -
7- 55.4 3.79s C-7 56.4 3.92s C-7
OMe
NH - 9.32 brs Cc-1,C-1 - - -

aRMN-1H a 400 MHz 13C a 100 MHz. **No detectado
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4.2. Elucidacién estructural de los compuestos 3"-O-acetil-canferitrina (2) y
de 7-O-ramnadsido de canferol (4)

Los compuestos 2 y 4 presentan como caracteristica similar que contienen

como aglicona al kampferol, asi como residuos de ramnosa. Los dos se aislaron
como solidos amorfos blanquecinos solubles en metanol y mezclas de acetonitrilo-
agua. Sus formulas moleculares fueron establecidas como C29H32015 para 2 y
C21H20010 para 4. También se aislaron cantidades adicionales de canferitrina (3)
que, al ser un compuesto muy conocido y previamente reportado (Montafio Cruz,

2021), no se discutira su elucidacion.

El compuesto 2 es una entidad quimica nueva. Este presenta en el espectro
de Infrarrojo (IR) bandas de absorcidn caracteristicas para grupos OH en vmax 3368
cm?, para grupo aromatico en vmax 2930, 1595 cm, para carbonilo en Vmax
1715,1655 cm y para enlace C-O en vmax 1175 cm™t. El espectro de UV presentd
tres bandas en Amax a 204, 264 y 340 nm.

Para el caso del compuesto 4, en el espectro de Infrarrojo (IR) se observan
bandas de absorcién caracteristicas para grupos OH en vmax 3305 cmL, para grupo
aromatico vmax 2924, 1589 cm-, para carbonilo en vmax 1710,1651 cm™ y para enlace
C-O en vmax 1165 cm™. El espectro de UV presenté cinco bandas caracteristicas
para este tipo de flavonoides que se encuentran en Amax a 204, 253, 264, 322 y 363

nm.
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Los datos de RMN mono y bidimensionales para el compuesto 4, estan en
armonia con los reportados en la literatura (Fico, et al., 2003), lo que permite
confirmar que se trata de 7-O-Ramnosido de canferol, un metabolito que se ha
reportado en Aconitum vulparia Rchb (Ranunculaceae) (Fico et al., 2003),
Bryophyllum pinnatum (Lam.) Oken (Crassulaceae) (Tatsimo et al., 2012), entre

otras especies.

Por lo que respecta a los espectros de RMN del compuesto 2, estos
permitieron confirmar que se trata de un derivado de la canferitrina (3), presentando
las sefales perfectamente distinguibles para la aglicona de tipo canferol en la region
aromatica (ver tabla 4, Figura 11 y 12), asi como las sefiales correspondientes a los
dos residuos de sacarido, ademas de un residuo de éster de acetato en &n/6c
2.14(3H, s, OAc-3") /21.07 y &¢c 172.7 (OAc-3").
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Figura 11. Espectro de RMN *H (400 MHz, CD30D-d4) del compuesto 2.
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Figura 12. Espectro de RMN 3C (400 MHz, CDsOD-d4) del compuesto 2.

La unién del residuo de &cido acético en C-3" (6¢ 75.3 ) de la ramnosa , unida
a su vez al hidroxilo en C-3 de la aglicona, se confirmé analizando los espectro de
HMBC, y COSY; en el primer experimento se observo la correlacion a larga distancia
entre protones del metilo (en 61 21.1) del éster acéticoy C-3",y en el segundo, los
cuadros de conectividad que permitieron determinar inequivocamente que el protén
en ox 5.00 (1H, dd, J = 9.8, 3.2 Hz) correspondia a H-3"”, desplazado a campo mas

bajos debido a la presencia del residuo de acetato.

Todas estas evidencias permitieron confirmar que la estructura del
compuesto 2 corresponde a un derivado de canferitrina al cual se le dio el nombre
de 3"-O-acetil-canferitrina. Haciendo una busqueda en las bases de datos

especializadas se confirmo que aun no esta reportada.
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Tabla 4. Datos de RMN *H (400 MHz, CDsOD-ds) y 3C (100 MHz, CDsOD-ds) de 2, 3y 4.

2 3 4

no. 6C 6H (J en Hz) 56C O6H (J en Hz2) 56C O6H (J en Hz)
2 159.7 - 159.8 - 158.0 -

3 136.2 - 136.5 - 134.8 -

4 179.7 - 179.7 - 179.9 -

5 158.1 - 158.1 - 161.0 -

6 100.6 6.46, d (2.2) 100.5 6.45, d (2.0) 100.0 6.76,d (2.1)

7 163.5 - 163.5 - 162.5 -

8 95.6 6.72,d (2.2) 95.6 6.71,d (2.1) 95.3 6.43,d (2.1)

da 107.5 - 107.5 - 105.5 -

8a 163.0 - 163.0 - 156.7 -

1 122.3 - 122.4 - 121.0 -

2' 132.0 7.82,d (8.8) 132.0 6.92, d (8.7) 130.9 8.12,d (8.8)

3 116.7 6.94, d (8.8) 116.6 7.78,d (8.4, 1.5) 116.4 6.91, d (8.8)

4 161.8 - 161.8 - 161.9 -

5' 116.7 6.94, d (8.8) 116.6 7.78,d (8.4, 1.5) 116.4 6.91, d (8.8)

6' 132.0 7.82,d (1.8) 132.0 6.92,d (8.7) 130.9 8.12,d (8.8)

1" 102.9 5.47,d (1.8) 103.5 5.35,d (1.7) 99.9 5.56, d (1.8)

2" 69.7 4.38,dd (3.2, 1.8) 69.9 4.18,dd (3.4, 1.8) 71.7 4.02,dd (3.5, 1.8)
3" 75.3 5.00, dd (9.8, 3.2) 72.0 3.82,dd (9.4, 3.5) 72.1 3.83,dd (9.4, 3.5)
4" 70.4 3.65-3.40 m 73.6 3.47,dd (9.5, 6.1) 73.6 3.48,1(9.4)

5" 72.2 3.65-340 m 71.3 3.59,dq (9.5, 6.1) 71.8 3.63, dd (9.5, 6.2)
6" 17.7 0.97,d (6.1) 17.7 0.89,d (5.6) 18.1 1.26, d (6.2)

i 99.9 5.56, d (1.8) 99.8 5.52,d (1.8) -

2" 71.7 4.02, dd (3.4, 1.8) 71.9 4.0,dd (3.4, 1.8) -

3" 72.1 3.83,dd (9.5, 3.5) 72.1 3.79, dd (9.4, 3.5) -

4" 73.6 3.65-3.40 m 73.6 3.35-3.32m -

5" 71.3 3.65-3.40 m 71.3 3.35-3.32m -

6" 18.1 1.26,d (6.1) 18.1 1.22,d (6.1) -

OAc-3" 21.1 2.14,s - -
OAc-3" 172.7 - - -
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4.3. Elucidacién estructural de 2,5-dimetoxiquinona (6)

OCHj

H,CO

El compuesto 6 fue aislado como soélido cristalino de color amarillo
medianamente soluble en metanol y poco soluble en cloroformo, acetato de etilo y

hexano.

En su espectro al infrarrojo se observan bandas caracteristicas para un
sistema carbonilico conjugado en vmax 1661 cm™* y para el sistema 1 ciclico,
correspondiente a la presencia de C=C en vmax 3061 y 1590 cm y para la presencia
del enlace C-O en vmax 1191 cm™. El espectro en el UV presenté dos bandas en Amax
a277y?282nm.

Su espectro de masas en alta resolucion obtenido por el método electospray
en modo positivo (HRESIMS, por sus siglas en inglés) presentd un ion molecular de
m/z 169.0496 [M + H]* (masa exacta calculada: 169.0495 uma, Appm = 0.5), que
corresponde para la formula molecular CsHoO4".

El espectro de RMN !H presenta Gnicamente dos sefiales, una en dn 5.87,
gue integra para un protén y que corresponde para los protones H-3 y H-6 del
sistema insaturado y otra en dn 3.85, que integra para tres y que corresponde a los

protones del grupo OCHs.

En el espectro de RMN 13C se detectan cuatro sefiales, una en dc 181.80 que
confirma la presencia de los dos carbonos carbonilicos en C-1 y C-4, otra en &c
159.71 que corresponde a los carbonos C-2 y C-5, otra en &¢ 105.62 que
corresponde a los carbonos C-3 y C-6, y otra mas en &c 56.75 que corresponde al

carbono del residuo -OCHs

Todas estas sefiales estan en armonia con las reportadas por Kim et al.,
(2001), lo que permite confirmar que la estructura 7 corresponde la 2,5-

dimetoxiquinona. Este metabolito, después de la canferitrina es uno de los mas
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abundantes presentes en J. spcigera, sin embargo, este trabajo es el primer reporte

de su aislamiento en esta planta.

4.4. Elucidacion estructural de 4-hidroxifenil-(6'-O-[4"-hidroxi-3",5"-
dimetoxibenzoato)] de B-D-glucopirandésido (7)

OCH,

5

OH

El compuesto 7 se aislé como solido amorfo de color café soluble en metanol,
cuya formula molecular corresponde a C21H24011. En el espectro Infrarrojo (IR) se
observan bandas de absorcién caracteristicas para grupos OH en vmax 3355 cm™,
para grupo aromatico vmax 2934, 1509 cm-, para carbonilo en vmax 1693 cm y para
enlace C-O en vmax 1108 cm*. El espectro de UV presenté cuatro bandas en Amax a
205, 218, 278 y 482 nm.

Su espectro de masas en alta resolucion obtenido por el método electospray
en modo negativo (HRESIMS, por sus siglas en inglés) present6 un ion molecular
de m/z 451.1244 [M - H]" (masa exacta calculada: 451.1246 uma, Appm = 0.4), que

corresponde para la formula molecular C21H23011".

Los espectros de RMN 'H y 13C mostraron seis sefiales para un residuo de
sacarido, asi como sefales en la region aromatica correspondiente a los dos
sistemas aromaticos de la molécula. Primeramente, para el residuo de sacérido, la
senal del protdn anomérico se localizé en 61 4.72, esto de acuerdo con la correlacion
en el HSQC, con el carbono en 103.7 (C-1'). Una vez detectado el proton anomérico,
el andlisis de los cuadros de conectividad en el espectro COSY permitieron
confirmar a todos los protones vecinales a lo largo de todo el residuo del azucar. El
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proton anomérico presentd una constante de acoplamiento ca. 7.0 MHz, lo que
indica la presencia de una conformacion axial-axial con el proton H-2, permitiendo
confirmar que se trata del anomero . La identidad del residuo de azlcar fue
inequivocamente confirmada como B-glucosa, esto con base en los analisis de las
constantes de acoplamiento. Asi el proton H-5 presenta tres constantes de
acoplamientos J = 9.5, 7.4 y 2.7 MHz, donde las constantes de acoplamiento J =
7.4y 2.7 MHz corresponden a los acoplamientos vecinales con H-6'ay H-6'b, y la J
= 9.5 MHz corresponde al acoplamiento con H-4' lo que indica la posicion axial-axial
con el proton H-4. En el caso de sefiales en la region aromatica, estas estan en
armonia con datos por RMN reportados por Kil, et al., 2019, quienes aislaron la
molécula de Leea asidtica (L.) Ridsdale (Leeaceae) y confirman la presencia del
residuo de 4"-hidroxi-3",5"-dimetoxi-benzoato y otro residuo que corresponde a un
grupo de tipo 1,4-dihidroxifenilo.

Todos estos analisis permiten confirmar que la estructura 7 corresponde al
4-hidroxifenil-(6'-O-[4"-hidroxi-3",5"-dimetoxi-benzoato)] de B-D-glucopirandsido (7),
el cual fue aislado por primera vez de Clematis parviloba (Ranunculaceae) (Yan, et
al., 2010).
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4.5. Perisbivalvina B: Correccién de la estructura (5)

HO s N _NH,

H3CO 7 5a O 4a " O

La perishivalvina B (5) fue aislada por primera vez por Thiy y colaboradores
(2012) de la especie vegetal Peristrophe vibalbis, que fue colectada en Vietnam.
Fue la segunda 3H-fenoxazin-3-ona reportada en plantas, después de la
peristrophina, que también fue aislada de P. vibalbis, colectada en China (Qin, et
al., 1999). Posteriormente se reporté otra 3H-fenoxazin-3-ona, la perisbivalvina A
(Thuy, et al., 2013). Montafio Cruz (2021) previamente habia propuesto un derivado
de tipo flourenona basandose en los datos de RMN mono y bidimensionales, pero
haciendo un nuevo andlisis a fondo de las sefiales que presentan los espectros de
RMN H y 2C, con las reportadas por Thuy et al., (2012), permiten comprobar que

el compuesto aislado por Montafio Cruz es la perisbivalvina B (5) (Tabla 5).

Cabe destacar que en el experimento de HMBC, se observan las
correlaciones necesarias para establecer que el sistema 3H-fenoxazin-3-ona esta

presente (Figura 13).

HO OCHj3
HO N NH,
AN
g W Ij 11
H5;CO (0] 0]
(0]

2,3,7-trihidroxi-6-metoxi-9-flourenona Perisbivalvina B

Masa exacta: 258.0528 Masa exacta:258.0641

Estructura propuesta por Montafio Cruz (2021) Estructura propuesta por Pérez Esquivel

Errénea (2022) Correcta
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La biosintesis de 3H-fenoxazin-3-onas en J. spicigera tiene una relevancia
guimiotaxondmica, ya que es la segunda especie de Acanthaceae, después de P.
vibalbis, donde se ha descrito su presencia. Finalmente cabe mencionar que este

tipo de metabolitos no son comunes en plantas.

% RN
) s

A " RSA S0

Figura 13. Correlaciones HMBC observadas de la estructura 5.

H,CO

Tabla 5. Datos de RMN para perisbivalvina B (5).

Montafio Cruz, 20212 Thay et al., 2012°
e & &1 & &1
1 100.7 6.43 100.7 6.42
2 145.2 - 145.2 -
3 180.7 - -¢ -
4 102.9 6.30 102.8 6.28
4a 151.0 - 148.7 -
5a 140.7 - 140.3 -
108.9 7.06 108.6 7.03
149.0 - 152.8 -
153.4 - 180.6 -
103.6 6.81 103.7 6.79
9a 129.3 - 129.2 -
10a 147.8 - 147.6 -
7-OMe 56.7 3.89 56.7 3.90

aCD3s0D 400 MHz; °CDs0D 500 MHz; °No se reporta el desplazamiento
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4.6. Analisis cromatografico de fracciones y compuestos puros

4.6.1 Cromatografia en capa delgada

La cromatografia en capa delgada por adsorcion (CCD), es una técnica
cromatografica solido-liquido importante para el andlisis rapido de pequeias
cantidades de muestras (cantidades analiticas), aunque también existe su version
para analisis a gran escala, conocida como cromatografia en capa delgada
preparativa. En Fitoquimica, su uso cobra mayor relevancia no solo para analizar
los extractos de plantas medicinales y compuestos puros, sino también como parte
de los ensayos de control de calidad, necesarios para establecer la identidad

quimica, asi como para el andlisis de la pureza de los extractos y compuestos puros.

Tanto los metabolitos como las fracciones de AcOEt de J. spicigera fueron
analizadas utilizando esta técnica; se utilizé gel de silice como fase estacionaria y
un sistema de elucién compuesto por AcOEt, MeOH y H20 (85:10:5). Todos los
compuestos aislados en esta investigacion (1-4, 6 y 7) se compararon con las
fracciones de AcOEt de la infusion preparada a partir de plantas recolectadas en
Oaxacay en la CDMX. Como se observa en la Figura 14, en las fracciones de AcOEt
se detectan principalmente la 3"-O-acetil-canferitrina (2), la canferitrina (3), los
cuales fueron los que se aislaron en mayor cantidad, asi como el producto 1y los
otros compuestos minoritarios obtenidos en este estudio. La deteccién de estos

productos sera de utilidad en las pruebas de control de calidad de la planta.

Las cromatoplacas se visualizaron primero a la luz visible para detectar los
pigmentos; Asi se pudo evidenciar el compuesto 1 (Figura 16) como un pigmento
violeta intenso, lo cual se encuentra en armonia con su espectro al UV. Luego se
utilizé luz ultravioleta a dos longitudes de onda (Amax 254 nm y 365 nm); y finalmente,
se utilizé una solucion 4cida de aldehido anisico como segundo revelador (Figura
14). Esta prueba cromatogréfica se puede adoptar como una prueba de identidad

de la especie.
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Figura 14. Cromatograma por CCD de los compuestos puros y las fracciones de AcOEt de
J. spicigera. Visualizacién con lamapara de UV a (1) A =254 nm y a (2) A =365 nm. (3)
Agente revelador: reactivo 4-anisaldehido. (4) Sin revelar. A: Compuesto (6), B:
Compuesto (7), C: Compuesto (1), D: Compuesto (4), E: Compuesto (2), F: Compuesto (3),
Fraccion de AcOEt J. spicigera G: CDMX y H: Oaxaca. Sistema de elucion: AcOEt, MeOH
y H20 (85:10:5).

Figura 16. Compuesto 2-N-(p-Coumaroil)-3-H-fenoxazin-3-ona (1).
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4.6.2. Cromatografia liguida acoplada a la espectometria de masas

La cromatografia liquida acoplada a la espectrometria de masas (LC-MS, por
sus siglas en inglés), es una técnica que permite el andlisis de mezclas de
compuestos polares, poco volétiles y/o termolabiles. Proporciona informacion
cualitativa y cuantitativa, ya que, ademas de la separacion de los componentes de
la mezcla, se obtiene el espectro de masas correspondiente a cada componente
(Guzman, 2022). En las Figuras 17-18 se ilustran los perfiles cromatogréficos de las
fracciones de AcOEt del preparado tradicional de J. spicigera recolectadas en la
CDMX y estado de Oaxaca y como se puede observar, los tiempos de retencion (tr)
de los picos son casi idénticos. Por lo tanto, la especie adquirida en el mercado “La
Bola”, CDMX; se trata de Justicia spicigera, ya que presenta la misma composicion
quimica que la especie recolectada en el estado de Oaxaca (numero de voucher
1465410, MEXU).

Ademas de la informacion anterior, el perfil cromatografico permitié identificar
al compuesto canferitrina (3) como principal mayoritario y seguido del compuesto

3"-O-acetil-canferitrina (2).

x10 5 [tESI BPC(all [-1]) Scan Frag=135.0V UI727.d

1
2.51

2] 2
1.5
1-
0.5- /

1 2 3 456 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 1

Tiempo de adquisicion (min)

Figura 17. Cromatograma LC-EM (ESI positivo) de la fraccién de AcOEt de la infusion J.
spicigera (CDMX). Compuestos mayoritarios: 3"-O-acetil-canferitrina (2) y Canferitrina (3).
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Figura 18. Cromatograma LC-EM (ESI positivo) de la fraccién de AcOEt de la infusion J.

spicigera (Estado de Oaxaca). Compuestos mayoritarios 3"-O-acetil-canferitrina (2) vy
Canferitrina (3).

Por otra parte, se establecio el perfil cromatogréafico de la infusion, y en el
cromatograma resultante (Figura 19) se observa un compuesto mayoritario, que al
igual que en la fraccion de AcOEt corresponde a la canferitrina (3), con un tr =17.8
min. También fue posible detectar al compuesto 3"-O-acetil-canferitrina (2) asi

como, el compuesto 2-N-(p-Coumaroil)-3-H-fenoxazin-3-ona (1).

x10 4 [-ESI BPC(all [-1]) Scan Frag=135.0V UI816_1.d Smooth

1 1
3
n '
3 2
2,

T T T T T T T T T T T T T T

2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30
Tiempo de adquisicion (min)

Figura 19. Cromatograma LC-EM (ESI negativo) de la infusion de J. spicigera (CDMX).
Compuestos mayoritarios: 3"-O-acetil-canferitrina (2), Canferitrina (3) y 2-N-(p-Coumaroil)-
3-H-fenoxazin-3-ona (1).
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Como se menciond, la determinacion de la identidad quimica, composicion y
pureza forman parte de los parametros destinados a establecer la calidad de un
producto herbolario o de una planta medicinal y de esta manera se brinda a la
poblacion la certeza de que puedan ser seguros y eficaces. Para nuestro caso, la
canferitrina (3) corresponde a uno de los principales metabolitos de la especie, y por
esta razon, este metabolito podria ser considerado el marcador principal para el
desarrollo de las pruebas de identidad quimica y composiciéon. Ademas, es un
compuesto caracteristico, estable y abundante en la planta de estudio, es de facil

deteccion en cromatografia de capa delgada.

Adicionalmente, desde el punto de vista de la sustentabilidad, el control de
calidad esta encaminado a contribuir en la conservacion, manejo y uso de especies
vegetales en peligro de extincién, o especies amenazadas que tienen alta demanda
en la poblacion. De modo que, el desarrollo de una monografia farmacopéica y/o
monografia tipo OMS de la especie promueve el uso racional de J. spicigera como

medicamento herbal antidiabético.
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5. CONCLUSIONES

Se logré el aislamiento de seis metabolitos adicionales de Justicia spicigera, dos de
los cuales, el compuesto 2-N-(p-Coumaroil)-3H-fenoxazin-3-ona (1) y el compuesto

3"-O-acetil-canferitrina (2), son entidades quimicas nuevas.
Los compuestos 4, 6 y 7 es la primera vez que se aislan de J. spicigera.

En el caso del compuesto 5, se realiz6 un analisis riguroso de cada uno de los
espectros que previamente Montafio Cruz (2021) habia obtenido y se pudo corregir
la estructura. Esta corresponde a la perisbivalvina B, previamente aislada de otra
Acanthaceae, Peristrophe bivalvis. Este representa el primer reporte de este

metabolito en Justicia spicigera.

Se demostré que la canferitrina (3) es uno de los metabolitos mayoritarios; por lo

tanto, podria ser uno de los principales marcadores activos de la especie.

6. PERSPECTIVAS

Desarrollar un método analitico validado, donde se propone el uso de canferitrina
(3) como marcador, encaminado a la identificaciéon y cuantificacion del marcador

seleccionado en matrices de J. spicigera.

Explorar la participacion de los metabolitos aislados en mecanismos de accién

involucrados en las multiples propiedades farmacoldgicas de la planta.
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Figura 20. Espectro infrarrojo (FTIR-ATR) del compuesto 1.
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Figura 21. Espectro UV cuantitativo del compuesto 1.
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Figura 22. Espectro HSQC (400 MHz, CD30D-d4) del compuesto 1.
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Figura 23. Espectro HMBC (400 MHz, CD30D-d4) del compuesto 1.
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Figura 24. Espectro NOESY (400 MHz, CDs0OD-d.) del compuesto 1.
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Figura 25. Espectro HSQC (400 MHz, DMSO-dg) del compuesto 1.
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Figura 26. Espectro HMBC (400 MHz, DMSO-ds) del compuesto 1.
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Figura 27. Espectro COSY (H —H) (400 MHz, DMSO-ds) del compuesto 1.
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Figura 28. Espectro NOESY (400 MHz, DMSO-ds) del compuesto 1.
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Figura 29. Espectro de masas por Electrospray (ESI-EM), modo positivo del compuesto 1.
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Figura 30. Espectro infrarrojo (FTIR-ATR) del compuesto 2.
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Figura 31. Espectro UV cuantitativo del compuesto 2.
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Figura 32. Espectro HSQC (400 MHz, CD30D-d4) del compuesto 2.
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Figura 33. Espectro HMBC (400 MHz, CD30OD-d4) del compuesto 2.
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Figura 34. Espectro COSY (H —H) (400 MHz, CD30D-d.) del compuesto 2.
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Figura 35. Espectro TOCSY (400 MHz, CD3OD-ds) del compuesto 2.
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Figura 36. Espectro NOESY (400 MHz, CD30D-d.) del compuesto 2.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: An infusion from the aerial parts of Justicia spicigera Schltdl., an herb commonly used to treat diabetes, inhibited
J. spicigera the activity of protein tyrosine phosphatase 1B (PTP1B). Two undescribed compounds, 2-N-(p-coumaroyl)-3H-
Acanthaceae phenoxazin-3-one, and 3’-O-acetyl-kaempferitrin, along with kaempferitrin, kaempferol 7-O-a-L-
Protein tyrosine phosphatase 1B rhamnopyranoside, perisbivalvine B and 2,5-dimethoxy-p-benzoquinone were isolated from the active extract.

2-N-(p-coumaroyl)-3H-phenoxazin-3-one . . [ . . .
, (P yD P Their structures were elucidated by a combination of spectroscopic and spectrometric methods. The isolates were
3”-0-Acetyl-kaempferitrin

Kaempferitrin
Perisbivalvine B
2,5-Dimethoxy-p-benzoquinone

evaluated for their inhibitory activity against PTP1B; the most active compounds were 2-N-(p-coumaroyl)-3H-
phenoxazin-3-one, and perisbivalvine B with ICs, values of 159.1 + 0.02 pM and 106.6 = 0.01 pM, respec-
tively. However, perisbivalvine B was unstable. Kinetic analysis of 2-N-(p-coumaroyl)-3H-phenoxazin-3-one and
2,5-dimethoxy-p-benzoquinone (obtained in good amounts) indicated that both compounds behaved as para-
bolic competitive inhibitors and bind to the enzyme forming complexes with 1:1 and 1:2 stoichiometry. Docking
of 2-N-(p-coumaroyl)-3H-phenoxazin-3-one and 2,5-dimethoxy-p-benzoquinone to PTP1B, 4, predicted a good
affinity of these compounds for PTP1B catalytic site and demonstrated that the binding of a second ligand is steri-
cally possible. The 1:2 complex was also supported by the second docking analysis, which predicted an important
contribution of n-stacking interactions to the stability of these 1:2 complexes. Finally, an UHPLC-MS method was
developed and validated to quantify the content of kaempferitrin in the infusion of the plant.

1. Introduction

de la Medicina Tradicional, 2009); according to Arberet et al. (2021)
this species was used as a vegetal colorant in the Prehispanic Borboni-

Justicia spicigera Schltdl. (Acanthaceae), is a perennial herb found
across Mexico, Central America, to Colombia. In Mexico, the plant is
known as muicle, and muitle, among other names. The leaf and fruits
are used in ethnomedicine to treat various diseases such as dysentery,
skin infections, nervous-related disorders, circulation illnesses, and dia-
betes; also, the plant is helpful as a blood-purifying agent (Atlas de la
Medicina Tradicional, 2009; Andrade-Cetto and Heinrich, 2005). Since
Prehispanic times, the plant has also been used as a dyeing agent (Atlas

* Corresponding author.
** Corresponding author.

cus Codex. Previous phytochemical studies on J. spicigera revealed that
its main constituents were flavonoids (kaempferitrin, naringenin,
kaempferol) (Euler and Alam, 1982; Esquivel-Gutiérrez et al., 2013),
carotenoids (Dominguez et al., 1990; Real-Sandoval et al., 2020),
sterols, allantoin (Dominguez et al., 1990), the lignan procumbenoside
B (Pérez-Gutiérrez et al., 2018), a few aliphatic compounds (Vega-
Avila et al., 2012), and eucalyptol, fatty acid derivatives, azulene, and
cinamic acid esters (Baqueiro-Pena and Guerrero-Beltran, 2017). From

E-mail addresses: perezva@unam.mx (A. Pérez-Véasquez), rachel@unam.mx (R. Mata).
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the pharmacological point of view, different extracts prepared from the
aerial parts have shown cytotoxic (Caceres-Cortés et al., 2001; Jacobo-
Salcedo et al., 2011; Alonso-Castro et al., 2012; Fernandez-Pomares et
al., 2018), immunomodulatory (Alonso-Castro et al., 2012), antiproto-
zoal (Ponce-Macotela et al., 2001; Peraza-Sanchez et al., 2005; 2007),
antihelmintic (Awad et al., 2018), antibacterial and antifungal (Vega-
Avila et al., 2012; Jacobo-Salcedo et al., 2011), anti-inflammatory
(Meckes et al., 2004), anti-obesity (Real-Sandoval et al., 2020) antidia-
betic (Ortiz-Andrade et al., 2012); antihypertensive (Esquivel-Gutiérrez
et al., 2013; Magos-Guerrero et al., 2017), antinociceptive (Zapata-
Morales et al., 2016; Angeles—Lépez et al., 2019), anticonvulsant, anxi-
olytic (Gonzélez-Trujano et al., 2017) and spasmolytic (Angeles-Lépez
et al., 2019) activities. Most studies have been carried out with the
aqueous or ethanol extracts and the flavonoid kaempferitrin. Regard-
ing toxicological studies, two different investigations indicated that the
ethanol and aqueous extracts were not toxic to mice in acute models
(Alonso-Castro et al., 2012; Gonzalez-Trujano et al., 2017).

In our continued efforts to discover protein tyrosine phosphatase 1B
(PTP1B) inhibitors from natural sources (Rebollar-Ramos et al., 2021;
Diaz-Rojas et al., 2021; Rangel-Grimaldo et al., 2020), herein we report
the enzymatic inhibition of the components from an infusion prepared
from the aerial parts of J. spicigera.

PTP1B is an intracellular monomeric enzyme-containing 431 amino
acids localized in the endoplasmic reticulum, in insulin-targeted tissues
(liver, muscle and fat). PTP1B negatively regulates insulin and leptin
signaling systems. Furthermore, many humans and animal studies have
demonstrated that in type 2 diabetes mellitus (T2DM) insulin resistance
is accomplished by increases in PTP1B activity, dephosphorylating the
insulin receptor and thus interrupting the insulin signaling pathways.
Consequently, PTP1B inhibition is an important way to improve insulin
resistance and normalize glucose levels in patients with T2DM. Many
natural products have been reported as potent and selective PTP1B in-
hibitors (Casertano et al., 2022; Singh et al., 2022), but only tro-

Phytochemistry xxx (xxxx) 113410

dusquemine 2, from the dogfish shark, and some analogs have entered
clinical trial (Kazakova et al., 2022). Accordingly, developing new and
safe PTP1B inhibitors is of great significance because T2DM continue to
be a public health problem worldwide (Kumar et al., 2020; Singh et al.,
2022; Zhao et al., 2018).

2. Results and discussion
2.1. Isolation and characterization

Partitioning with EtOAc (FO1, IC5q = 91.8 + 4.6 pg/mL) of an ac-
tive infusion from the leaves of J. spicigera, followed by column chro-
matography on silica gel and Sephadex LH-20 yielded two unreported
compounds, 2-N-(p-coumaroyl)-3H-phenoxazin-3-one (1), and 3"-O-
acetyl-kaempferitrin (2) along with the known compounds kaempfer-
itrin (3) (Aragao et al., 1990), kaempferol 7-O-a-L-rhamnopyranoside
(4) (Fico et al., 2003), perisbivalvine B (Thuy et al., 2012a,b) (5), and
2,5-dimethoxy-p-benzoquinone (6) (Kim et al., 2001) (Fig. 1).

Compound 1, isolated as a blue amorphous powder, showed a proto-
nated molecular ion peak at m/z 405.1090 [M + H]* (calcd 405.1081),
corresponding to a molecular formula of Cy,H;,N,Og, as revealed in the
high-resolution electrospray ionization mass spectrum (HRESIMS). The
UV-VIS [A.x (MeOH) (log ¢) 224 (3.87), 291 (3.63), 601 (3.90) nm]
and NMR data (Table 1; Figs. S1-S12) revealed that compound 1 was
the amide of the p-coumaroic acid of perisbivalvine B (4) (Thuy et al.,
2012a). The 'H NMR signals in CH;0H-d, of the 3H-phenoxazin-3-one
nucleus were observed at &y 8.62 (H-1), 6.53 (H-4), 6.94 (H-6) and 6.48
(H-9) as seen in perisbivalvine A (7), an amide isolated from Peristrophe
bivalis (L.) Merr. (Acanthaceae) and other natural 3H-phenoxazin-3-
ones (Thuy et al., 2012a, 2012b, 2013; Bezerra Gomes et al., 2010). The
13C NMR chemical shifts (Table 1) of the phenoxazine core were closed
to those of 7 except for the signal for C-5a, which in the case of com-
pound 1 was assigned based on the HMBC correlations H-9 and H-6,/C-

HO

H3CO
R=H
R= Ac

NHR

Fig. 1. Structures of compounds 1-6 from J. spicigera.
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Table 1
1H (400 MHz) and'3C (100 MHz) NMR spectroscopic data in DMSO-d, and
CH;0H-d,for 1.

DMSO-dg CH;0H-d,
no. 8¢ 8y (JinHz) HMBC 8¢ 6y (JinHz) HMBC (H-C)
(H-C)
1 114.7 8.44s Cc-2 117.0 8.62s C-3, C-4a, C-10a
2 146.3 - - 131.5 - -
3 186.5 - - 1729 - -
4 102.7 6.26s 102.2 6.53s C-2, C-4a, C-10a,
C-3
4a 146.2 - - 148.6 - -
5a 146.1 - - 149.1 - -
6 107.1 6.86s - 107.5 6.94s C-5a, C-7, C-8,
9a
7 152.7 - - 155.5 - -
8 a - - 1759 - -
9 100.3 6.29s C-9a 103.6 6.48s C-9a, C-5a, C-7,
c-8
9a 1325 - - 1348 - -
10a 146.1 - - 1339 - -
1 126.1 - - 127.7 - -
2 129.7 7.53,d C7',C-4 131.0 7.51d c-4
(8.5) (8.6)
3 115.7 6.81,d c-1’ 116.8 6.82d Cc-1
(8.5) (8.6)
4 159.1 - - 160.9 - -
5 115.7 6.81,d cl 116.8 6.80d cl
(8.5) (8.6)
6 129.7 7.53,d c-4 131.0 7.51d c-4
(8.5) (8.6)
7 140.4 7.48,d c9’ 143.3 7.61d C-9,C-2,C6
(15.6) (15.6)
8 119.1 7.10,d c-1’ 118.8 6.77d Cc-1
(15.6) (15.6)
9 164.2 - - 167.1 - —
7-OMe 55.4 3.79s c-7 56.4 3.92s c-7
NH - 9.32 brs C-1,C9’ - - —

a Not detected.

5a. Thuy et al. (2012a; 2012b) assigned the chemical shift of C-5a at §¢
130.6 (in CH30H-d,), which is inconsistent with an aromatic carbon at-
tached to oxygen. However, many other phenoxacine-type of com-
pounds, including chandrananimycin D and pitucamycin (Bezerra
Gomes et al., 2010), venezueline E (Ren et al., 2013), and maroxazi-
none (Abdelfattah, 2013), the chemical shift magnitude for C-5a is simi-
lar to compound 1.The presence of the p-coumaric acid residue was sup-
ported by the typical signals of a p-disubstituted benzene ring [8y/8¢
127.7 (C-1); 7.51 (H-2’, H-6')/131.0 (C-2’, C-6'); 6.82 (H-3, H-
5)/116.8 (C-3’, C-5); and 160.9 (C-4') in CH30H-d,] attached to a Cs
side chain [8y/8¢ 167.1 (C-9"), 6.77 (H-8)/118.8 (C-8); 7.61 (H-
7')/143.3 (C-7')]. The splitting patterns (d, J = 15.6 Hz) of H-7’ and H-
8’ were consistent with the trans configuration of the double bond of the
para-coumaric residue. On the other hand, the presence of the sec-
ondary amide at C-2 was ascertained based on the chemical shift of C-9’
and the HMBC correlations observed between &y 9.02 (NH)/5: 164.2
(C-9’) and 114.7 (C-1) in the experiment registered in DMSO-dg (Figs.
S9-S12). Further analysis of the HMBC experiment registered in
CH30H-d, showed the correlations between &;; 6.94 (1H, s, H-6) and the
carbons at 8¢ 56.4 (7-OMe), 134.8 (C-9a), and 175.9 (C-8), thus, indi-
cating that the methoxy group was at C-7 (Figs. S1-S5). This observa-
tion was further substantiated by the NOESY correlation H-6/7-OMe.
Other relevant correlations are indicated in Table 1. Based on, these
considerations compound 1 was characterized as 2-N-(p-coumaroyl)-
3H-phenoxazin-3-one (1).

TH and 13C Chemical shifts were calculated and compared with the
experimental data to corroborate the correct NMR assignments of 1. The
methodology involves a conformational analysis using molecular me-
chanics, geometry optimization using density functional theory (DFT),
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and chemical shifts calculations with the GIAO tensors method (Table
S1-83, Fig. S23). The calculated chemical shifts in DMSO-dg are gener-
ally in agreement with the observed data, with a mean absolute error
(MAE) of 2.18 (Table S12).

IH and 13C Chemical shifts were calculated and compared with the
experimental data to corroborate the correct NMR assignments of 1. The
methodology involves a conformational analysis using molecular me-
chanics, geometry optimization using density functional theory (DFT),
and chemical shift calculations with the GIAO tensors method (Table
S1-83, Fig. S23). The calculated chemical shifts in DMSO-dg agree with
the observed data, with a mean absolute error (MAE) of 2.18 (Table
S12).

Previously Thuy et al. (2012a) proposed that compound 7 might ex-
ist as a tautomeric charged species like 7a in solution (Fig. S24), which
could possess a faster rate of interconversion than the NMR time scale.
To assess this possibility, a theoretical study of all possible, stable tau-
tomers of 1, namely 1a-1c (Fig. S24), was carried out using the same
level of the theory mentioned above. In each case, a conformational
search of each tautomer was considered. The chemical shifts of 1a-1c
were calculated (Figs. S25-527). According to Table S5, the calculated
chemical shifts for C-2 and C-9 in tautomer 1a were closer to the experi-
mental values registered in DMSO-ds. On the other hand, in tautomer
1b, the calculated chemical shifts for C-1 and C-9 were closer to the ex-
perimental value (Table S8). Finally, the calculated chemical shift for C-
8 in tautomer 1c (Table S11) was identical to the experimental value
observed for C-8 in CH;0H-d,. Together, it seems to support Thuy's pro-
posal (2012a).

Compound 2 was isolated as an amorphous white solid. Its molecu-
lar formula was deduced as Cy9H3;0;5 based on the pesudomolecular
ion observed at m/z 619.1668 [M-H]~ in the HRESIMS. Its UV and NMR
(Table 2), (Figs. S13-S22) data were close to those of kaempferitrin (3).
However, there were two significant differences in the NMR spectra: (i)
the chemical shifts of the rhamnose moiety attached to C-3 were differ-
ent [5y/5¢ 5.47 (1H, d, J = 1.8 Hz, H-1"/102.9 (C-1"); 4.38 (1H, dd,
J = 3.2, 1.8 Hz, H-2")/69.7 (C-2"); 5.00 (1H, dd, J = 9.8, 3.2 Hz, H-

Table 2
H (400 MHz) and!3C (100 MHz) NMR spectroscopic data in CH;OH-d, for 2.

no. e 8y (J in Hz) HMBC (H—C)
2 159.7 -
3 136.2 -
4 179.7 -
5 158.1 -
6 100.6 6.46,d (2.2) C-4a, C-5,C-7,C-8
7 163.5 -
8 95.6 6.72,d (2.2) C-4a, C-6, C-7, C-8a
4a 107.5 -
8a 163.0 -
1 122.3 -
2/ 132.0 7.82,d(8.8) C-2,C-4,C-6'
3’ 116.7 6.94,d (8.8) C-1,C-4',C-5
4 161.8 -
5 116.7 6.94,d (8.8) C-1,C-3,C-4
6’ 132.0 7.82,d(8.8) C-2,C-2',C-4'
1" 102.9 5.47,d (1.8) C-5",C-3"
2" 69.7 4.38,dd (3.2,1.8) C-4"
3" 75.3 5.00, dd (9.8, 3.2) C-4"
4" 70.4 3.65-3.40 m
5" 72.2 3.65-3.40 m
6" 17.7 0.97,d (6.1) C-4",C-5"
1” 99.9 5.56,d (1.8) C-7,C-2",C-5"
2" 71.7 4.02,dd (3.4,1.8) Cc-4",C-3"
3” 72.1 3.83,dd (9.5, 3.5)
4" 73.6 3.65-3.40 m
5” 71.3 3.65-3.40 m
6" 18.1 1.26,d (6.1) C-4",C-5"
OAc-3" 21.1 2.14,s OAc-3"
OAc-3" 172.7 -
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3")/75.3 (C-3"), 3.40-3.65 (m, H-4” and H-5")/70.38 (C-4"), 72.22 (C-
5”); 0.97 (3H, d, J = 6.1 Hz, H-6")/17.7 (C-6"); and (ii) there were ob-
served signals for an acetic acid residue [8y/8c 2.14 (3H, s, OAc-
3")/21.07(0Ac-3"), 8¢ 172.7 (OAc-3")]. The splitting pattern for the
signal at &y 5.00 (1H, dd, J = 9.8, 3.2 Hz, H-3"), the COSY (Fig. S17),
and HMBC (Fig. S16) correlations located the acetyl group at C-3".

2.2. Enzymatic evaluations

Compounds 1-3, 5 and 6 isolated from the active EtOAc fraction
(IC59 = 91.8 + 4.6 pg/mL), were evaluated for their inhibitory activ-
ity against PTP1B (Table 3) using a spectrophotocolorimetric enzymatic
assay (Rangel-Grimaldo et al., 2020). The most active compounds were
1 and 5, with ICs, values of 159.1 + 0.02 pM and 106.6 + 0.01 uM,
respectively. None of the compounds were more active than the EtOAc
fraction, suggesting a synergistic effect. The positive control was ursolic
acid (Table 3). The curves obtained for each molecule are presented in
the Supplementary data (Fig. S28). Kaempferitrin (3) was previously
evaluated (Zhao et al., 2016) but the authors did not report the ICs,
value.

The observed inhibition of PTP1B agrees with the findings of Ortiz-
Andrade et al. (2012) who demonstrated that an ethanol extract of J.
spicigera stimulated glucose uptake in insulin-resistant human and
murine adipocytes in a concentration dependent manner. Furthermore,
the extract induced glucose lowering effects during a glucose tolerance
test in normoglycemic and streptozotocin-induced diabetic rats. Resis-
tance to the hormones insulin and leptin are hallmarks of both type 2
diabetes and obesity. Drugs that can ameliorate this resistance should
be effective in treating type 2 diabetes and possibly obesity, since PT-
P1B functions as a negative regulator of insulin and leptin signal trans-
duction (Kumar et al., 2020; Zhao et al., 2018).

2.3. Kinetic mechanism of inhibition

Kinetic analysis of compounds 1 and 6 (obtained in reasonable
amounts) was performed to determine the type of enzymatic inhibition.
Compound 5, the most active, was too unstable for this type of analysis.
The hydrolytic activity of PTP1B against 4-NP was measured as variable
concentrations of this artificial substrate in the absence or presence of
compounds 1 and 6 at increasing concentrations. Then the data were

Table 3

Values of ICs of isolated compounds.

Compounds 1Cso (pM) 22
1 159.1 £ 0.02 0.9950
2 306.7 = 0.20 0.9990
3 306.7 = 0.20 0.9990
5 106.6 = 0.01 0.9990
6 455.5 = 0.5 0.9980
Ursolic acid 21.8 = 0.4 0.9960

a r2 = adjustment by nonlinear regression of inhibition curve.
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fitted to several models for total linear inhibition, as described in the
Experimental section. The best inhibition model for both compounds
was parabolic competitive inhibition (Fig. 2). The fit to the linear com-
petitive equation did not correctly describe the inhibition at high in-
hibitor concentrations (Fig. S29). This mechanism of inhibition implies
a mutually exclusive binding of the inhibitor, and the substrate, allows
for two molecules of the inhibitor to bind to the enzyme (Scheme 1, Eq.
(1)). However, the binding of the first inhibitor molecule does not have
to reinforce the binding of the second molecule, i.e., this kinetic model
neither does imply cooperative inhibitor binding nor does it indicate
the order of addition; it just requires enzyme-inhibitor complexes with
1:1 and 1:2 stoichiometry. The K; values for the first and second addi-
tion of an inhibitor molecule to the protein active site, the size of re-
duced y2, residuals distribution, and the uncertainty in the parameter
support the parabolic competitive inhibition of compounds 1 and 6
(Table 4). So far, no PTP1B with this kinetic behavior has been re-
ported, probably because the data is usually processed using the classic
Lineweaver-Burk method. The docking analysis below is consistent
with our findings. According to a recent review, natural products might
act as non-competitive as the flavonoid derivative licoagrone from Gly-
cyrrhiza glabra L. (Fabaceae) or cyanidin-3-arabinoside, isolated from
Vaccinium gaultheriifolium (Griff.) Hook. f. ex C.B. Clarke (Ericaceae)
fruits, which is a mixed type of inhibitor. Celastrol, a terpenoid, is a
non-competitive inhibitor, and others, such as 2a-hydroxy-7-oxo-
pimara-8(9),15-diene, are competitive types (Singh et al., 2022).

2.4. Docking analysis

PTP1B is a protein of 435 amino acids. There are 288 structures de-
posited in the Protein Data Bank (PDB). Most of these structures have
been resolved up to position 300, regarded as its structured zone. It has
been proposed that PTP1B has an unstructured region corresponding to
residues 300 to 435. AlphaFold is an Al system developed by DeepMind
that predicts three-dimensional protein structures from its amino acid
sequence; using this program, PTP1B;_,,, was well resolved up to posi-
tion 300 (Fig. S30). Using the model PTP1B; 4y, generated by Al-
phaFold, an MD simulation was performed to predict how the
PTP1B309_400 region is molded in solution. Fig. 3 shows the results of
the MD simulation. The RMSD of the system indicates that from 40 ns,
the structure stabilizes (Fig. 3A). The RMSF (Fig. 3B) parameter shows
that the unstructured region of the protein is the most flexible through-
out the MD simulation (amino acids 300-400). Fig. 3C offers the struc-
tural model before and after 50 ns of MD simulation, where we can see
that the unstructured region (purple) is folding to the structured part.
This final model was used for the docking analysis of compounds 1-3,
5, and 6.

Docking of compounds 1-3, 5, and 6 to PTP1B, 4, (Fig. 4. Table 5)
predicted a good affinity of these compounds for the PTP1B active site,
and the order of binding affinity predicted from the in-silico K; estimates
is in reasonable agreement with the experimental ICs, values (Table 3).
The theoretical Ki have the following order of affinity 1 > 5 > 2 > 3
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Fig. 2. Inhibition patterns of PTP1B fitted to a global total competitive parabolic inhibition (Eq. (1)). The activity was assayed as a function of 4-NP concentration
and in the absence () or presence of increasing concentrations of inhibitor. In (A) compound 1 was added at concentrations of (), 0.08 (0), 0.10 (@), 0.12 (a),
and 0.14 (0) mM. In (B) compound 6 was added at concentrations of 0.4 (), 0.6 (O), 0.65 (@), and 0.7 (o) mM. The error bars indicate + s.d. and the lines were

drawn from Eq. (1) using the parameter values in Table 3.
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Scheme 1. Equilibria for the parabolic competitive total inhibition.

Table 4
Kinetic parameter estimates for the inhibition patterns shown in Fig. 2 fitted
to equation (1).
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> 6. Visual inspection of the interactions shows that compounds 2 and
5 exhibit hydrogen bonding interactions.

According to the kinetic inhibition setting (Table 4), it is proposed
that two inhibitor molecules may be interacting at the active site. A
docking study with a second molecule of compounds 1 and 6 was per-
formed (Fig. 5, Table 5), and the results indicated that the binding of a
second ligand is sterically possible. The 1:2 complex was also supported
by the second docking analysis, which also predicted an important con-
tribution of n-stacking interactions to the stability of these 1:2 com-
plexes.

2.5. Drug likeness, pharmacokinetics, and medicinal chemistry friendliness

of 1

The drug-likeness, pharmacokinetics, and friendliness medicinal
chemistry properties of compound 1 were analyzed using the Swis-
sADME web software (Daina et al., 2017). The physicochemical proper-
ties (lipophilicity, size, polarity, solubility, flexibility, and saturation)
of 1 are summarized in Figs. S32 and S33. Most red geometric figures in
the bioavailability radar plot fall in the pink area, but the unsaturation
number is out of acceptable parameters. The program projected that 1
has a good drug-likeness score (0.55), showing no violation of Lipinski
et al. (1996), Egan et al. (2000), Veber et al. (2002), and Muegge et al.
(2001) rules which is acceptable for compounds becoming commercial
drugs. The pharmacokinetic predictions showed that 1 has a good
chance of passively permeating the gastrointestinal (G.I.) barrier but
does not permeate the blood-brain barrier (BBB). These results were

Compound Parameter Estimate AS.E.? C. V.b (%)
1 Vm 113.9 +8.7 7.6
reduced " 5.207 Ky 1.21 +0.10 11.2
dof.3 166 Kt 0.70 £0.16  22.4
Kiez 0.73 +0.09 125
6 Vum 113.5 +14.2 12.5
reduced y" 2.809 Ky 3.2 +0.59 18.2
dof.3 86 Kiar 0.55 +0.12 209
Kies, 0.90 +021 236
a A.S.E. = Asymptotic Standard Error.
b C.V. = coefficient of variation; dof = degree of freedom.
i
A
= =
z

Fig. 3. Analysis of 50ns of molecular dynamics simulation. A) The RMSD & Time plot, B) The RMSF & Residues plot, and C) Structural model at the beginning and af-

ter 50 ns of the molecular dynamics of the PTP1B; 4.
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Fig. 4. Analysis of the PTP1B-compouds complex with 1-3, 5 and 6. In the center the PTP1B is shown in cartoons with compounds (1; green sticks), (2; purple
sticks), (3; yellow sticks), (5; red sticks), and (6; blue sticks). On the periphery are shown the analysis of the interactions with the residues at 4 A. (For interpreta-
tion of the references to color in this figure legend, the reader is referred to the Web version of this article.)

Table 5
Theoretical binding properties of PTP1B-Compounds 1-3, 5 and 6 complexes.

Compounds K; EB Interacting residues
(mM) (kcal/
mol)
1 104 -2.03 Asn42, Asn44, Arg45, Tyr46, Lys116, Lys120,
Asp181, Phel82
1-bis 69 —5.68 Arg45, Lys120, Ser118, Lys116
2 174 -5.11 Arg45, Tyr46, Val49, Lys116, Ser118, Lys120,
Asp181, Phel82, Cys215, Ser216, Ala217, Gly218,
1le219, Gly220, Ser222, Arg221, 1le261, GIn262,
GIn266
3 202 -5.02 Tyr46, Argl12, Glul15, Lys116, Ser118, Lys120,
Val49, Prol180, Asp181, Phel82, Ser216, Ala217,
Gly218, 1le219, Gly220, Arg221, Arg257, Gly259,
GIn262
5 111 —-4.76 Try46, Asn111, Argl12, Glul15, Lys116, Lys120,
Trpl79, Pro180, Asp181, Phel82, Ser216, Arg221
6 761 -4.17 Try46, Asn111, Argl12, Valll3, Glul15, Ser118,
Leull9, Lys120, Cys121, Ser216, Arg221, Trpl79,
Asp181
6-bis 1380 -3.80 Try46, Glul15, Lys116, Gly117, Ser118, Lys120,
Asp181

Bis = refers to the second docking.

also graphically symbolized using the BOILED-Egg model (Fig. S33),
where the compound fell inside the white ellipse.

In addition, the prediction revealed that the compound is not a gly-
coprotein (P-gp) substrate, which actively pumps many drugs out of
cells but could behave as a CYP450 (CYP1A2, CYP2C9, and CYP3A4)
enzyme inhibitor (Fig. S32). The latter action is responsible for drug-
drug interactions, leading to undesirable adverse effects.

Regarding the medicinal chemistry analysis, one lead-like criterion
is violated, the molecular weight higher than 350 (Teague et al., 1999).
The outcome of the pan assay interference structures (PAINS) model
does not show alert, but according to the Brenk rules, there are two
alerts, the presence of a Michael acceptor and a polycyclic aromatic sys-
tem (Brenk et al., 2008; Baell and Holloway, 2010). The synthetic ac-
cessibility is acceptable. Thus, we repeat the calculation with com-
pound 7 (Figs. S34 and S35), present in P. bivalvis. This structure
showed excellent pharmacokinetic and lead- and drug-likeness profiles.

The mutagenic, tumorigenic, irritant, and reproductive toxicity risks
of 1 were measured employing the Osiris program. The toxicity risks
are estimated with color code. In this case, the potential toxic risks were
displayed in green, indicating potential safety in vivo (Fig. S36).

2.6. Method validation

J. spicigera is a widely used herb for treating different ailments in
Mexico. Therefore, a pharmacopeic UHPLC analytic method, inexistent
in the Mexican Herbal Pharmacopeia, was developed and validated ac-
cording to the International Conference on Harmonization (ICH) guide-
lines (ICH, 2015). The system's linearity was tested in the concentra-
tion range between 5 and 100 pg/mL and was found to be linear in the
concentration range used. The linear regression equations were found
to be y = 2194.96x — 2100.97 (R?2 = 0.999) for UV detection and
y = 453.10x - 313.31 (R? = 0.992) for ESI- detection.

LOD values were 2.03 and 1.83 pg/mL for the UV and ESI- detec-
tion, respectively, whereas the LOQ values were 6.21 and 5.56 pg/mL
for the UV and ESI- detection, respectively. The linearity of the method
was tested by recovery assay. The linear regression equations for 3 were
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Fig. 5. Analysis of the PTP1B-compouds complex with a second ligand molecule. A) PTP1B1 complex; B) PTP1B-6 complex.

found to be y = 1.0042x — 0.0656 (R2 = 0.9995) for UV detection and
y = 1.0028x + 0.038 (R? = 0.9993) for ESI- detection. The recovery
ranges for 3 were expressed as a percentage of the expected concentra-
tion and were found to be 97.7-102.3%. The CV value for accuracy was
less than 1.25%.

The reproducibility and repeatability of the analytical method were
evaluated in terms of the intermediate precision by analyzing six repli-
cates of the stock solution (50 pg/mL) on two different days. The rela-
tive SD (RSD; n = 6) was calculated for each sample evaluated. The re-
sults indicated that their chromatographic pattern was similar, showing
the presence of the primary peak in each case. The CV values for preci-
sion were less than 2.4%.

Subsequently, the validated UHPLC-MS method was applied for
quantitative analysis (Fig. S37). The content of kaempferitrin (3) in
FO1 were 14.7 = 1.01 mg/g and 10.8 = 0.28 mg/g, and in FO2 were
16.9 = 0.99 mg/g and 12.1 * 0.38 mg/g, for ESI- and UV detection in
both cases.

3. Conclusions
This investigation has shown that the traditional preparation from

the aerial parts of J. spicigera biosynthesized specialized metabolites
that inhibited the activity of PTP1B, a key regulator of the insulin and

leptin signaling cascades. Among the isolates predominated two unde-
scribed metabolites, 2-N-(p-coumaroyl)-3H-phenoxazin-3-one (1), and
3"-O-acetyl-kaempferitrin ~ (2), along with 2,5-dimethoxy-p-
benzoquinone (6) and kaempferitrin (3). Since none of the isolates were
more active than the EtOAc fraction of the infusion, the overall enzy-
matic inhibition of the extract might be due to a synergistic effect. Ki-
netic analysis of inhibitors 1 and 6 indicated that they behaved as para-
bolic competitive inhibitors and bound to the enzyme forming com-
plexes with 1:1 and 1:2 stoichiometry. Docking studies predicted the
excellent affinity of these compounds by the catalytic site of PTP1B;_,q9
and that the binding of a second ligand is sterically possible. The 1:2
complex was also supported by the second docking analysis using the
same enzyme, which predicted an essential contribution of n-stacking
interactions to the stability of these 1:2 complexes. Compound 1
showed reasonable pharmacokinetic, lead- and drug-likeness properties
and toxicological profiles, according to SwissADME and Osiris Property
Explorer predictions, respectively. Inhibition of PTP1B by the extracts
and compounds 1-6 agrees with previous in vivo antidiabetic studies
on J. spicigera preparations, and they might be the antidiabetic active
principles. It is important to point out that this is the first report of the
presence of phenoxazines in the genus Justicia, although Peristrophe bi-
valvis, which belongs to the same family, biosynthesizes this type of
substance. Interestingly both species are used as vegetal dyeing agents,
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and the behavior in solution of 1 and 5 suggests that they are responsi-
ble for the tinting properties of J. spicigera. Finally, to contribute to the
rational use of J. spicigera as an antidiabetic herbal drug, a pharma-
copeic UHPLC-MS method was developed and validated to standardize
the raw material so commonly used in Mexico.

4. Experimental
4.1. General experimental procedures

UV measurements were done using a PerkinElmer Lambda 2 UV-vis
Spectrophotometer. A PerkinElmer FTIR/FIR Spectrum 400 was used to
record the InfraRed spectra. NMR spectra were acquired on a Varian
VNMRS 400 MHz (9.4 T) apparatus and were analyzed with the
MestReNova (v12.0.2) software. Chemical shifts (8) are reported in
ppm with reference to the residual solvent signals (DMSO-ds, CD30D or
CDCls). Structural assignments were based on 'H NMR, 13C NMR,
COSY, TOCSY, NOESY, HSQC, and HMBC spectra. Analytical TLC was
performed on aluminum plates precoated with silica gel 60 Fos,
(Merck). After development with an appropriate solvent system, the
plates were evaluated under UV light (A = 254 and 365 nm) and then
sprayed with 4-anisaldehyde reagent (0.5 mL of 4-anisaldehyde, 5 mL
H,S0,4, 10 mL glacial AcOH and 85 mL of CH;0H). Column chromatog-
raphy was carried out using silica gel 60 (230-400 mesh), or Sephadex
LH-20.

4.2. Plant material

The aerial parts of Justicia spicigera Schltdl. (Acanthaceae) were col-
lected from San Pedro Jicayan, Jamiltepec, Oaxaca (GPS 16°27' N/
98°00’ W) in March 2017 and identified by Dr. Rafael Torres Colin from
the Instituto de Biologia, UNAM. A voucher specimen (1,465,410) is
stored at the National Herbarium of Mexico (MEXU); this batch was
used to prepare FO1 and to isolate all compounds. A second commercial
batch of the aerial parts of J. spicigera was purchased at the market “La
Bola” in Mexico City in December 2018 and was used to prepare the or-
ganic fraction FO2 for quantifying compound 3.

4.3. Extraction and isolation

The air-dried and powdered aerial parts (5 g) of J. spicigera were ex-
tracted by infusion with 500 mL of distilled hot water for 30 min. Sub-
sequently, this extract was filtered and successively extracted with
EtOAc (500 mL x 3). The organic fractions were combined, filtered,
dried over anhydrous Na,SO,, and concentrated in vacuo to give a dark
purple residue (41.1 mg, 83.6% of inhibition at 1000 ppm). This
process was repeated to collect 3.7 g of FO1 (using a total of 450.0 g of
plant, and 45 L of water), which were subjected to a silica gel column
chromatography using gradient elution with hexane/CHCl;/MeOH
(90:10 — 0:100 — 80:20). This separation afforded 38 fractions
(F1-F38). Fraction F4 was repeatedly washed with MeOH to obtain
20.0 mg of 6. Fraction F8 was chromatographed on a Sephadex LH-20
column (MeOH) to yield 15 fractions (F8-1— F8-15). From fractions F8-
7 and F8-13 were obtain 5 (5.1 mg) and 1 (16.0 mg), respectively. Frac-
tion F23 was chromatographed on a Sephadex LH-20 column (acetone/
MeOH, 95:5) to afford 8 fractions (F23-1-F23-8). Subfraction F23-3
was purified on a Sephadex LH-20 column (MeOH) to yield 4 (5.2 mg).
Fraction F29 was separated by Sephadex LH-20 eluting with Acetone/
MeOH (95:5) to give 2 (15.3 mg). Fraction F31 was separated by silica
gel using gradient elution with CHCl3/EtOAc/MeOH to afford 85.0 mg
of 3.

FO2 was prepared as described above for FO1, using 5.1 g of the
commercial material and 500 mL of water. After filtration and concen-
tration in vacuo, 31.9 mg of FO2 were obtained. Both extract presented
the same UHPLC profile.

Phytochemistry xxx (xxxx) 113410

4.3.1. 2-N-(p-coumaroyl)-3h-phenoxazin-3-one (1)

Blue amorphous solid; UV (MeOH) A, (log &) 224 (3.87), 291
(3.63), 601 (3.90) nm; IR (ATR) v, 3286, 2918, 2350, 2850, 1501,
1127 cm~!; 'H (400 MHz, methanol-d, and DMSO-d;) and !3C
(100 MHz, methanol-d, and DMSO-ds) NMR spectra, see Table 1;
HRESIMS m/z 405.1090 [M + H]* (calcd for C,,H;,N,O6*, 405.1081).

4.3.2. 37-O-acetyl-kaempferitrin (2)

Amorphous white solid; [«]2%, —200° (¢ 0.5, MeOH); UV (MeOH)
Jmax (10g €) 204 (4.49), 264 (4.29), 341 (4.14) nm; IR (ATR) vy 3368,
2930, 1715, 1655, 1595, 1175 cm~1; 1H and 13C NMR spectra, see Table
2; HRESIMS m/z 619.1668 [M — H]- (caled for CpoHz; 05—, 619.1685).

4.4. Protein tyrosine phosphatase 1B inhibition assay

A spectrophotocolorimetric method was used to detect the in-
hibitory activity of extracts and compounds on PTP1B (Rangel-
Grimaldo et al., 2020). The analyses were carried out by triplicated; the
test material and positive control (ursolic acid) were dissolved in DMSO
or buffer solution. The test materials (mM or pM), enzyme (0.022 nM)
and buffer solution [Tris-HCl 50 mM, pH = 6.8] and 0.125 mM of 4-
nitrophenyl phosphate (4-NP, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) were
incubated at room temperature during 15 min as previously described.
At the end of the incubation time, the reaction was terminated adding
5 pL of NaOH (10 M); then, the absorbance was measured at 405 nm
(t15). The inhibitory activity was determined as percentage in compari-
son to the blank (Tris) according to the following equation:

Agos(s)

YeInhibitionprp g = <1 - ) X 100%

405(b)

where A4oss) is the AA of the sample (Aqs — Aro); Asosm) is the AA of
the blank obtained in the same manner than the sample. With the data
obtained, the enzyme inhibition curve was made, for which the average
percentage of inhibition was plotted as a function of the inhibitor con-
centration. To calculate the ICsy, a non-linear regression was per-
formed, using Origin 8.0 software (Origin Labs, MA, USA).

4.4.1. Kinetic analysis

The conditions for preparation of reagents (enzyme and substrate),
incubation and analysis of results was the same as those described in
the previous sections (Rangel-Grimaldo et al., 2020; Jiménez-Arreola et
al., 2020; Diaz-Rojas et al., 2021). Additional steps in the methodology
are described below.

To characterize the type of inhibition exerted by 1 and 6 on PTP1B,
the hydrolysis of 4-NP at sub-saturating state and increasing concentra-
tions of each compound was measured. An enzyme saturation curve
was made with a 4-NP stock solution (10 mM); then a series of curves
with variable 4-NP concentrations and at least five fixed concentrations
of the inhibitors were built; considering the ICs, value as the midpoint,
the type of inhibition of 1 and 6 was estimated; each point of the curves
were obtained by triplicated. The concentration of compound giving
50% inhibition of activity was interpolated from the results, by fitting
to a general inhibition model. The resulting set of activities was fitted
globally wusing the non-linear regression algorithm of Leven-
berg-Marquardt as implemented in GNUplot (Williams and Kelley,
2011). Each set was fitted to the kinetic equations for linear competi-
tive, linear uncompetitive, linear non-competitive (classic), linear
mixed type, parabolic competitive, parabolic uncompetitive and para-
bolic non-competitive inhibitions mechanism. The best fit was judged
by the value of reduced chi squared (y?), residuals distribution, and the
uncertainty in the parameter estimates. The best description of the inhi-
bition data for compounds 1 and 6 was obtained with Eq. (1) as de-
picted in Scheme 1, where V); and Ky are the maximum velocity and
the Michaelis constant for the substrate 4-NP, respectively, while Kj;
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and Kj, are the inhibition constants for the linear and quadratic inhibi-
tion components for the tested compound.

Vi [4NP]

Ky (1440 + 12 4 anp
M< +K1(‘1+K12('2 + [ ]

Vo =

(Eq. 1)

4.5. Structural model of PTP1B; 49

Structural model of the human PTP1B; 4, protein was obtained
from AlphaFold Protein Structure Database developed by DeepMind
and EMBL-EBI (https://alphafold.ebi.ac.uk/). The UniProt code
P18031 corresponds to the PTPN1 gene, which codes for human PTP1B
is among the proteins housed in the database predicted by AlphaFold.
The pdb file was downloaded from the following link: https://
alphafold.ebi.ac.uk/entry/P18031 (Jumper et al., 2021). The coordi-
nates of this model were prepared to perform a Molecular Dynamics
(MD) simulation using the LEAP module from AmberTools2021. The
structure was submitted to the following procedure: hydrogens was
added using the LEaP module with the leaprc.protein.ff19SB force field;
K* counter ions were also included to neutralize the system. The pro-
tein was solvated in an octahedral box of explicit TIP3P model water
molecules localizing the box limits at 12 A from the protein surface. MD
simulations were performed at 1 atm and 315 K, maintained with the
Berendsen barostat and thermostat, using periodic boundary conditions
and particle mesh Ewald sums (grid spacing of 1 A) for treating long-
range electrostatic interactions with a 10 A cutoff for computing direct
interactions. The SHAKE algorithm was used to satisfy bond con-
straints, allowing the employment of a two fantom seconds (fs) time
step for the integration of Newton's equations as recommended in the
Amber package. All calculations were made using graphics processing
units (GPUs) accelerated MD engine in AMBER (pmemd.cuda), a pro-
gram package that runs entirely on CUDA-enabled GPUs (Case et al.,
2005, 2021; Salomon-Ferrer et al., 2013). The protocol consisted of per-
forming a minimization of the initial structure, followed by 50 pico sec-
onds (ps) heating and pressure equilibration at 315 K and 1.0 atm pres-
sure, respectively. Finally, the system is equilibrated with 500 ps before
starting the production of MD. The production of the MD consisted of
50 nano seconds (ns). Frames were saved at 10 ps intervals for subse-
quent analysis. All analyzes were done using CPPTRAJ (Ren et al.,
2013). The calculations of root mean square deviations (RMSD) and
root mean square fluctuation (RMSF) were made, considering the C,
CA, and N. The charts were built with OriginPro 9.1, and the trends
were adjusted with the function processing smooth (method lowess
span).

4.6. Docking

Docking analysis was done using the structural model of the
PTP1B,_490 obtained after the MD simulation. Structures 1-3, 5 and 6
were constructed and minimized using AVOGRADRO  software
(Hanwell et al., 2012). AutoDockTools 1.5.4 was used to prepare the
pdb files of both protein and compounds. Polar hydrogen atoms and the
Kollman united-atom partial charges were added to the protein struc-
tures. In contrast, Gasteiger-Marsili charges and rotatable groups were
automatically assigned to the structures of the ligands. We use
Autodock Vina to do the docking, covering the entire enzyme (Forli et
al., 2016). The grid box size was 126 A x 126 A x 126 A in the X, Y,
and z dimensions and central coordinates of 54.94, 68.66, and 63.45 for
X, Y, z, respectively; with exhaustiveness of 8. The visualization of the
best conformational states was achieved with PyMOL version 2.4.0 and
Maestro version 5.3.156 (De Lano, 2004).
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4.7. Drug-likeness analysis of bioactive compounds using Swiss ADME and
osiris tools

SwissADME online server (http://www.swissadme.ch/) (Daina et
al., 2017) was used to predict physicochemical, lipophilicity, pharma-
cokinetics, water solubility, druglikeness and medicinal chemistry
properties of the natural product 1 and 7. In addition, the bioavailabil-
ity radar was plotted to find out if the predicted properties fall entirely
in the pink colored zone; the optimal range of each property as plotted:
lipophilicity (LIPO): —-0.7 < XLOGP 3 < +5.0; SIZE: 150 g/
mol < MW < 500 g/mol; POLAR (polarity): 20 A2 < topological sur-
face area (TPSA) < 130 f\2; INSOLU (insolubility): 0 < log S
(ESOL) < 6; INSATU (unsaturation): 0.25 < fraction of Csp3 < 1; and
FLEX (flexibility): 0 < number of rotatable bonds <9. The BOILED-
Egg construction model was also obtained to assess the gastrointestinal
absorption and brain penetration of 1 and 7. The medicinal chemistry
features such as PAINS (pan-assay interference or promiscuous sub-
stances), Brenk alert (undesirables’ structural fragments), lead-likeness
and synthetic accessibility were investigated. Such molecule may be
achieved as druglikeness. Osiris Property Explorer free software
(http://www.organic-chemistry.org/prog/peo/) was used to predict
mutagenicity, tumorigenicity, and irritative and reproductive effects of
the bioactive compounds.

4.8. UHPLC-MS analysis and method validation

4.8.1. Standards, chemicals, and samples

Kaempferitrin (3) was used as reference compound and was isolated
from the species J. spicigera. The purity and identity of the compound
were confirmed by chromatographic analysis (TLC, HPLC) and by spec-
tral means comparison (NMR, ESI-MS) with published spectral data
(Aragao et al., 1990).

The stock solution of kaempferitrin (3) was prepared at a final con-
centration of 1 mg/mL in water. The working standard solutions of 3
ranging from 5 to 100 pg/mL were prepared by diluting standard solu-
tion in water. Sample solutions of each extract (50 pg/mL) were pre-
pared following the same procedure as the stock standards solutions.
The organic fractions FO1 and FO2 of J. spicigera were used to assess the
method and were prepared at a concentration of 1 mg/mL in acetoni-
trile-water (50:50). Before analysis, all solutions were filtrated using
0.20 pm GHP membranes.

4.8.2. Ultra-high performance liquid chromatography photodiode array-
mass spectrometry analysis

UHPLC analysis was performed on a Waters Acquity UPLC H-Class
system (Waters Corp.), including quaternary solvent manager, sampler
manager, column heater, and photodiode array detector (PDA) inter-
faced with an SQD2 single mass spectrometer detector with an electro-
spray ion source. MassLynk software version 4.1 was used to control the
UPLC-ESI-MS system and for data acquisition and processing. An Ac-
quity UPLC BEH C18 column (1.7 pm, 2.1 X 100 mm) equipped with a
Acquity UPLC BEH C18 guard column (Vanguard 2.1 X 5.0 mm) was
used for the UHPLC analysis. The column temperature was maintained
at 40 °C. The mobile phase consisted of water containing 0.1% formic
acid (A) and acetonitrile (B), at a flow rate of 0.3 mL/min. The follow-
ing linear gradient was used: 0 min, 15% B in the next 10 min to 20% B,
in the next 2 min to 30% B, and, finally, in the next 1 min to 100% B.
The total run time for the analysis was 14.5 min and the injection vol-
ume was 3 pL. The detection wavelength was 285 nm. For the identifi-
cation of 3, each sample was analyzed with the electrospray ion source
operating in both positive (ESI*) and negative (ESI-) ionization modes.
The following MS parameters for ESI* were used: 30 V spray and
3.0 kV capillary voltages; 350 °C capillary temperature, and 650 L/h of
source gas flow. For the ESI- mode, spray and capillary voltages were
respectively 30 V and 2.5 kV; capillary temperature was 350 °C, and
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source gas flow of 650 L/h. MS spectra were obtained within a mass
range of m/z 100-1000 using nitrogen as the collision gas.

4.8.3. Method validation

The proposed UHPLC-ESI-MS method for quantitative analysis was
validated based on linearity, LOD, LOQ, intra-day and inter-day preci-
sions, and accuracy. Compound 3 was accurately weighed and dis-
solved in water to prepare stock solution at a final concentration of
1 mg/mL. Six working solutions in the range of 5-100 pg/mL were pre-
pared from serial dilutions from the stock solution. Each concentration
was prepared in sextuplicate. The linearity was assessed estimating the
slope, y-intercept, and coefficient of determination (R?) using the least-
squares method. The limits of detection (LOD) and quantification
(LOQ) of kaempferitrin (3) were estimated at signal-to-noise ratios (S/
N) of 3 and 10, respectively. The precision of the method was analyzed
preparing six identical replicates for 3 on two different days and by two
different analysts. Variations of the peak area were taken as the mea-
sures of precision and are expressed as relative standard deviations
(RSDs).

Finally, method accuracy was tested by recovery experiments, as-
saying three known amounts of 3 (10, 50, and 75 pg/mL). The mean
percentage recovery for 3 was found to be between 98 and 102% by
means of Fisher's F-test.
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