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RESUMEN

En México, algunas especies del género Buddleja son conocidas como “tepozanes” y se utilizan
en la medicina tradicional para el tratamiento de diversas enfermedades. Buddleja perfoliata y
Buddieja scordioides crecen en la Republica Mexicana, siendo B. perfoliata endémica de nuestro
pais. B. perfoliata es conocida como “salvia de bolita” y se emplea para el tratamiento de
enfermedades gastrointestinales de probable origen infeccioso, asimismo se usa para curar
heridas. B. scordioides se conoce como “escobilla” y ademas de emplearse para la curacién de
diarreas de origen infeccioso, también es utilizada para prevenir las quemaduras solares.

El objetivo del presente trabajo fue el estudio quimico de las plantas B. perfoliata v B.
scordioides, y la evaluacion de las actividades antibacteriana y fotoprotectora de sus principales
metabolitos secundarios.

De ambas plantas se aislaron metabolitos secundarios mediante métodos cromatograficos. Las
estructuras de los compuestos aislados se establecieron mediante técnicas espectroscopicas (UV,
IR, RMN) y espectrométricas (EM); en algunos casos fue necesario llevar a cabo experimentos
bidimensionales de RMN (COSY, DEPT, HETCOR, HMQC y HMBC) para la plena
identificacion de las estructuras. De B. perfoliata se aislaron o-pineno, linarina y verbascdsido,
las dos ultimas son sustancias comunes en el género Buddleja. De B. scordioides se separaron e
identificaron verbascésido, linarina, o-metilcatalpol, syringina (esta ultima se reporta por vez
primera en el género Buddleja) y tres saponinas derivadas del oleanano; una de ellas presenté un
puente etéreo entre las posiciones 28-13 del oleanano y las otras dos saponinas exhibieron dienos
conjugados 11, 13(18) en sus agliconas. En todos los casos, las saponinas presentaron unida en la
posicion tres de la aglicona la misma cadena sacérida dispuesta de acuerdo al siguiente orden: a-
L-ramnopiranosil-(1—4)-B-D-glucopiranosil-(1—3)-{B-D-glucopiranosil-(1—->2)]-B-D-
fucopiranosil-aglicona. Cabe hacer notar que aunque se buscaron saponinas en B. perfoliata no
fue evidente su presencia, es probable que esta planta no sintetice estos compuestos.

A los extractos de ambas plantas se les determiné la actividad antibacteriana mediante la técnica
de difusién en agar, siendo activos los extractos metandlicos contra Staphylococcus aureus y
Vibrio cholerae. El compuesto activo conira estas bacterias y que se aisl6 de los extractos fue el
verbascésido. La Concentraciéon Minima Inhibitoria (CMI) y Bactericida Minima (CBM) del
verbascdsido se calculé de acuerdo al método de dilucion en caldo siendo de 400 y 800 ug/ml
respectivamente. Se realizaron experimentos de desafio para obtener las curvas de supervivencia
de las bacterias expuestas al verbascoésido, los resultados indicaron que el verbascésido a dosis
iguales a la Concentracién Minima Inhibitoria tiene efecto bacteriostatico y es bactericida con
cinética multiimpacto a dosis equivalentes a la CBM. El modo de accidon del verbascésido se
estableci6 con base en experimentos de incorporacion de metabolitos marcados con tritio y que
son esenciales en las vias metabdlicas primarias de la bacteria. El verbascosido inhibe la
incorporacion de leucina H entre el 90-100% y el 40-80% en S. awreus y V. cholerae
respectivamente. De acuerdo con estos resultados, se concluyd que la via metabdlica que dafia el
verbascOsido es la sintesis de proteinas.

La actividad fotoprotectora de los extractos y de los croméforos fue evaluada mediante
experimentos de desaffo en los cuales se utilizaron bacterias expuestas a radiacién UV-B con y sin
proteccion. El factor de proteccion solar (FPS) se establecié en conejillos de indias (cuyos)
utilizando la metodologia propuesta por Bissett. Finalmente, se realizd una evaluacion
histopatoldgica de la piel de cuyo expuesta a radiacion UV-B con y sin proteccion.
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Los resultados indicaron que los microorganismos (10® bacterias/ml) expuestos a la radiacion sin
proteccion mueren a los 3 minutos de exposicién, en cambio las bacterias protegidas con los
extractos metandlicos de B. perfoliata y B. scordioides alcanzaron la muerte de toda la poblacion
hasta los 64 minutos. De los extractos metandlicos se aislaron verbascésido y linarina como
cromoforos, ademds, se prepard el acetato de linarina. El verbascésido v el acetato de linarina
protegieron de la muerte por irradiacion a las poblaciones bacterianas, existiendo supervivientes
en ambos casos hasta los 256 minutos, en cambio la supervivencia de las bacterias protegidas con
linarina fue de 80 minutos. -
El verbascosido presentd el mayor Factor de Proteccion Solar (FPS= 24), seguido de la linarina
(FPS= 9) y del acetato de linarina (FPS= 5). Los exiractos metandlicos de ambas plantas
protegieron a los cuyos escasamente de la formacion de eritema, puesto que apenas tuvieron un
valor del FPS= 3. 7

A nivel histologico, las muestras de piel de cuyo sin proteccién mostraron el cuadro cldsico
debido a la quemadura por irradiacion con luz UV-B. La epidermis present6 separacion del estrato
cdrneo, Glceras y edema. Los queratinocitos exhibieron edema intracelular (vacuolizacion). En la
dermis hubo congestion de vasos sanguineos, extravasacion de eritrocitos e infiltracion de células
eosinofilicas. Las muestras de piel tratadas con las sustancias fotoprotectoras e irradiadas con
dosis menores a las necesarias para alcanzar el FPS no presentaron dafio histolégico evidente.
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ABSTRACT
The majority of the Mexican Buddleja species (locally known as “tepozanes™) are traditionally
used to treat several diseases. Buddleja perfoliata, which is endemic to Mexico is used to disinfect
wounds and to cure gastrointestinal diseases of bacterial origin whereas B. scordioides (escobilia)
is a shrub natural of the Chihuahuan desert which is used as an antidiarrheal agent and to prevent
sunburns.
The aim of this work was the chemical examination of Buddleja perfoliata and Buddleja
scordioides and the evaluation of the antibacterial and photoprotective properties of their main
natural products.
The structures of the isolated compounds were established based on conventional spectral studies
including 2D NMR techniques, COSY, DEPT, HETCOR, HMQC and HMBC.
B. perfoliata afforded the known compounds a-pinene, linarin, and verbascoside. B. scordioides
showed to contain verbascoside, linarin, o-methyl catalpol, syringin, and three oleanane saponins.
One of the saponins contains an oxygen bridge between the C-28 and the C-13 positions of the
oleanane skeleton, the other saponins contain an 11, 13(18) diene.
The three saponins have at C-3 the same saccharide chain: o-L-rhamnopyranosyl-(1—4)-8-D-
glucopyranosyl-(1—-3)-[ B-D-glucopyranosyl-(1—2)]-B-D-fucopyranosyl-aglycone.
B. perfoliata worked up as B. scordioides did not afford triterpenoid saponins.
The extracts of both plants were tested for antibacterial activity using the agar diffusion technique.
The MeOH extracts of both plants were active against Staphylococcus aureus and Vibrio
cholerae. The active agent isolated from the extracts was verbascoside. The Minimum Inhibitory
Concentration (MIC) and Minimal Bactericidal Concentration (MBC) of verbascésido were
calculated according to the broth culture dilution method resulting in 400 and 800 pg/mi
respectively. Challenge experiments were carried out in order to obtain the survival curves of
bacteria exposed to verbascoside. Results showed that verbascoside at MIC doses had
bacteriostatic effect, but at MBC doses, an exponential killing curve of several hits was obtained.
The mode of action of verbascoside was established by killing kinetics and incorporation of
tritiated precursors. Verbascoside inhibited the *H leucine incorporation in S. aureus and V.
cholerae of about 90-100% and 40-80% respectively.
Photoprotective activity of the extracts and compounds was evaluated in accordance to challenge
experiments using bacteria exposed to UV-B radiation with or without protection. The Sun
Protection Factor (SPF) was estimated in guinea pigs according to Bisseft’s method. A
histophatological study was carried out with protected and non-protected guinea pig skin.
The results obtained showed that the bacteria population (= 10 cells/ml), protected with
methanolic extracts of both plants, reached cell death at 64 minutes, while non-protected bacteria
died in 3 minutes. Linarin acetate and verbascoside protected bacteria more efficiently than
positive control and methanolic extracts. Bacterial population protected by these compounds
reached cell death until 256 min., while bacteria protected with linarin arrive to cell death in 80
min. Methanolic extracts had the smallest SPF (3). Verbascoside was the substance with the
highest photoprotective activity; its SPF was 24 since it retarded the erythema appearance until
440 min. The SPF obtained for linarin was 9, while the value of linarin acetate SPF was 5.
The histological photographs of non-protected guinea pig skin showed a zone of epidermal
changes such as intracellular edema, vacuolization, and stratum corneum detachment. These
phenomena are classical of UV-B irradiation burn. The samples of skin protected with extracts or
pure compounds and irradiated with lower doses than SPF, did not show important histological
changes.
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INTRODUCCION
El género Buddleja, cuyo nombre fue asignado en honor de Adam Buddle, antes se
consideraba dentro de la familia Loganiaceae. Desde 1973 y de acuerdo con Hutchinson,
este género pertenece a la familia Buddlejaceae (Houghton, 1984). El género Buddleja
(anteriormente conocido como: Buddleia, Budleia, Buddlea, Buddleya) comprende
alrededor de 100 especies, 50 de las cuales son originarias del continente Americano. Las
especies de Buddleja comprenden é&rboles pequefios o arbustos que crecen en las tierras
tropicales de América, Asia y Africa (Norman, 1967). |
Los usos medicinales mas frecuentes de estas plantas son como antinflamatorio,
expectorante, antiséptico local, como diurético, y para sanar heridas. (Houghton, 1984)
En México existen 20 especies de Buddleja, las cuales se distribuyen en todo el territorio
nacional (Rzedowski, 1985). Algunas de estas plantas son utilizadas por la medicina
tradicional mexicana para el tratamiento de la erisipela, como cicatrizantes, analgésicos,
antidiarreicos, antiinflamatorios y contra infecciones de las vias respiratorias altas (INI,
1994). Existen pocos estudios quimicos y biologicos que permitan correlacionar los
compuestos quimicos reportados con las propiedades medicinales que se les atribuye a las
buddlejas que habitan en México.
Buddleja perfoliata vulgarmente conocida como “salvia de bolita” es una planta endémica
de México (Norman, 1967) y popularmc;nte se utiliza para desinfectar heridas y contra
padecimientos del tracto digestivo.
B. scordioides habita en el centro y norte del pais, extendiéndose hasta Texas y Arizona en
los Estados Unidos de América. Esta planta también se utiliza contra padecimientos del
tracto digestivo (Rzedowski y Rzedowski, 1985) y para prevenir las quemaduras de la piel

producidas por exposicion a la radiacion solar (comunicacién personal).




El propdsito del presente trabajo fue realizar un estudio fitoquimico tendiente a aislar e
identificar los principales metabolitos secundarios de B. perfoliata y de B. scordioides,

ademas de evaluar la actividad antimicrobiana y fotoprotectora de los compuestos aislados.,



CAPITULO1I

ANTECEDENTES GENERALES Y JUSTIFICACION.

I.1. ESTUDIOS FITOQUIMICOS DEL GENERO BUDDLEJA.

Uno de los géneros de plantas que tienen amplia distribucion, tanto en el hemisferio
oriental como en el occidental, es Buddleja. Las plantas de dicho género se caracterizan por
vivir en una amplia diversidad de habitats, incluyendo zonas perturbadas por efecto de la
urbanizacion. Las especies mas comunes son B. asiatica, B. officinalis, B. curviflora, B.
davidii, B. americana, B. cordata, B. globosa y B. variabilis. Estos vegetales son conocidos
mundialmente por su uso medicinal en el tratamiento de la disenteria, como agentes
cicatrizantes,  antiinflamatorios,  diuréticos,  antisépticos,  analgésico-sedativos,
hepatoprotectores, antiulcerogastricos y abortivos (Houghton, 1984). Los estudios
fitoquimicos realizados en este género han revelado la presencia de gran variedad de

compuestos, entre ellos:

Monoterpenos: citronelol, P-cariofileno, 6xido de B-cariofileno (Garg, and Dengre,
(1992).

- Sesquiterpenos: buddleinas A, B y C que son citotoxicas y buddleinas D y E no tdxicas
(Yoshida er al, 1976; Yoshida er al., 1978). Ademas de dihidroxibuddleina A,
buddledona A, y buddledona B que poseen actividad antiinflamatoria (Liao, 1999)

- Diterpenos: buddlejona, primer diterpeno aislado de la familia buddlejaceae (Houghton,
1996) y desoxibuddlejona diterpeno fungicida aislado de B. globosa (Mensah, 2000).

- Esteroles: B-sitosterol y estigmasterol (Chawla ef al., 1981; Houghton, 1984).
- Triterpenos: p-amirina, acetato de B-amirina (Lopez ef al., 1979).

- Saponinas: mimengodsidos A y B (Ding et al, 1992). buddiejasaponinas I-1V
(Yamamoto et al., 1991).
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- Flavonoides: acacetina, linarina, kaempferol, quercetina, luteolina, rutina, salvigenina, 6
y 8 hidroxiluteolina, 7-O-glucosido de escutellareina, 7-O-rutinésido de acacetina, 3-O-
rutindsido de quercetina (Harborne and Williams, 1971; Marin et al., 1977).

- Iridoides: aucubina, catalpol, metilcatalpol, biridésido (Duff er al., 1965; Houghton,
1985; Mansoor ef al., 1992), acetil glicdsidos de iridoide (Miyase ef al., 1991).

- Iridoides unidos a lignanos: 6-feruloilajugol (Yamamoto ef al., 1993)

- Fenilpropanoides: é4cidos cafeico, fertilico y p-cumdrico, verbascosido, martinésido,
jiondsido, angordsido (Houghton, 1985).

- Fenil etanoides: 2-(-4-hidroxifenil) etil lignoserato, 2-(-4-hidroxifenil) etil dodecanoato
(Houghton, 1985), glicosidos feniletanoides (Yamamoto et al, 1993). 2-(-4-
hidroxifenil) etil esterato, 2-(-4-hidroxifenil) etil behenato (Acevedo, et al., 2000).

- Lignanos: buddlenol A, B, C, D, E, y F (Houghton, 1985).

- Alcaloides: buddamina (1) {Roeder et al., 1985).

En el valle de México existen 15 especies de Buddleja, siendo las de mayor distribucién B.

cordata, B. parviflora y B. sessiliflora (Rzedowski.y Rzedowski, 1985).

Entre los compuestos quimicos encontrados en B, parviflora por Arciniegas en 1997 se

encuentran: verbascdsido, aucubina y metil catalpol. Ademas, Martinez-Véazquez y

colaboradores en 1997, demostraron que la linarina presente en los extractos de B. cordata.

posee actividad antiinflamatoria. De la misma especie, Acevedo y colaboradores en el afio

2000 aislaron ésteres de acidos grasos de cadena larga unidos al 2-(4’ hidroxifenil) etanol;

el éster lignocérico correspondiente presenté actividad anti-micobacteriana.

1.2. DESCRIPCION BOTANICA.
La planta Buddleja perfoliata HBK se distribuye en los estados de San Luis Potosi,
Querétaro, Hidalgo y Puebla (Figura 3). Se conoce popularmente con los nombres de

“salvia real” o “salvia de bolita” y se emplea como antisudorifico, diurético, para



desinfectar heridas y contra las infecciones gastrointestinales. Este vegetal es un arbusto
~ (Figura 1) que puede alcanzar un metro de altura, es ramoso con pubescencia densa_, sus
hojas son lanceoladas oblongas, con margen finamente crenado y con venacién prominente
en ¢l envés. Sus inflorescencias son terminales con varios capitulos colocados en axilas
foliares, las cabezuelas tienen pedinculo. Las flores tienen olor a salvia (Rzedowski y
Rzedowski, 1985). Esta planta carece de estudios fitoquimicos que permitan correlacionar

sus propiedades medicinales con sus componentes quitnicos.

Figura 1.- Fotos del ejemplar de herbario de Buddleja perfoliata.

La Buddleja scordioides HBK tiene una amplia distribucion en las zonas aridas de nuestro
pais (Figura 3), desde el suroeste de Hidalgo hasta Chihuahua, habitando también las zonas
desérticas de Estados Unidos. En los estados del norte del pais se le conoce con el nombre

de “escobilla”. Es un arbusto de 30 centimetros a un metro de alto (Figura 2), muy ramoso



y con tallos de consistencia lefiosa, sus hojas son sésiles y de margen crenado, son
pequedias, miden de 0.25 a 0.8 cm de largo y de 0.1 a 0.3 (0.8) cm de ancho con venacion
| muy conspicua en el envés. Presenta inflorescencia terminal con varios pares de cimas
capitadas colocadas en axilas foliares, con cabezuelas sésiles. Esta planta es utilizada
artesanalmente para fabricar escobas, ademads el cocimiento de sus hojas se utiliza contra la
indigestion y contra infecciones gastrointestinales (Rzedowski y Rzedowski, 1985). El
cocimiento acuoso y los macerados hidroalcoholicos de esta planta también se utilizan para
prevenir las quemaduras de la piel producidas por exposicion prolongada a la luz solar
(comunicacién personal). Después de una revision cuidadosa de la bibliografia quimica no

se enconird ningun estudio relacionado.

Figura 2.- Fotos del ejemplar de herbario de Buddleja scordioides.



Distribucion de B, perfoliata Distribucion de B. scordioides

Figura 3. Distribucién de B. perfoliata y B. scordioides en la Repiblica Mexicana.

1.3 ACTIVIDADES BIOLOGICAS RELACIONAbAS CON EL PROYECTO.

En el presente estudio se evalud la actividad biologica de los principales metabolitos
secundarios de B. perfoliata y de B. scordioides. De acuerdo con ello, y para introducir a
.estos temas, es conveniente hacer.algunas precisiones, asi como exponer algunos conceptos
béasicos respecto a las dos vertientes de investigacion de las actividades biologicas que se
desarroliaron en este trabajo: la actividad antibacteriana y la actividad fotoprotectora en la
regién del UVB.

L3.1 ANTIMICROBIANOS DE ORIGEN VEGETAL: se han realizado numerosas
investigaciones sobre este tema y el resultado ha sido la idendificacion de una gran cantidad
de compuestos activos obtenidos de vegetales 4de casi toda la escala filogenética, desde

briofitas (Asakawa, 1990) y liquenes (Trace, 1993), hasta monocotiledoneas y




dicotiledoneas. Basta revisar cualquier publicacién especializada del 4drea de productos
naturales para encontrar numerosos articulos en donde se reporta la actividad
antimicrobiana de nuevas sustancias, sin embargo, pocas de ellas han sido objeto de
estudios mas profundos que expliquen la forma como actiian dichos compuestos. Dentro de
las sustancias antimicrobianas de origen vegetal a las que se les ha determinado su modo de
accion figuran los flavonoides, los taninos, las lactonas sesquiterpénicas los aceites
esenciales y los acidos de compuestos aromaticos simples.
1.3.1.1 Flavoneides
Se ha observado que algunas flavonas provocan la muerte bacteriana. Estos compuestos
inhiben a sintesis de ADN o ARN debido a que tienen una estructura plana similar a la de
las bases plricas y pirimidicas, por lo tanto se pueden intercalar formando puenies de
hidrogeno con las bases de la doble hélice, de esta forma, las flavonas alteran la estructura
tridimensional de los acidos nucleicos impidiendo su adecuada sintesis de novo, ademads de
provocar errores de lectura durante el proceso de transcripcidén. Las flavonas que han
mostrado mayor inhibicién de la sintesis de dcidos nucleicos son aquellas que poseen tres
grupos OH en el anillo B (Mori et al., 1987).
L.3.1.2. Taninos
La accién inhibitoria de estos compuestos se debe a los siguientes efectos: astringencia,
accion sob-re membrana y competencia por metales.
a) Astringencia. Este efecto se ha estudiado de manera exhaustiva en el caso de los
taninos, puesto que esta propiedad ha sido utilizada por el hombre para curtir pieles.
Los taninos forman complejos insolubles con enzimas y sustratos que las bacterias
requieren para su crecimiento normal. Se ha observado que muchas enzimas

microbianas han sido inhibidas en cultivos libres de células o bien en ensayos con



b)

enzimas purificadas cuando son mezciadas con taninos. Las enzimas en las cuales
se ha visto este efecto son las peroxidasas y las glicosiltransferasas. Los taninos
también pueden afectar directamente el metabolismo de los microorganismos como
lo sugiere el cambio de morfologia de Pseudomonas fluorescens, Escherichia coli y
Celluvibrio fulvus que al entrar en contacto con bajas concentraciones de taninos
forman filamentos o cadenas, mientras que las células en condiciones normales
crecen de manera individual (Scalbert, 1991).

Accién sobre membranas. Dentro de los efectos deletéreos de los taninos sobre los
microorganismos esta su accién sobre las membranas; Konishi, y cols. (1987)
demostraron que el 4cido tdnico a concentracion de 50 mg/l inhibe el transporte
electronico membranal de Photobacterium. La accidn de los taninos en las bacterias
puede ser similar a la observada con el fenol sintético o-difenilfenol, compuesto que
ha stdo muy usado como desinfectante.

Competencia por metales. Otro mecanismo para explicar la toxicidad de los
taninos sobre las bacterias es su capacidad para formar complejos con los metales.
Los sistemas bioldgicos incluyendo los microorganismos son altamente
dependientes de los iones metalicos presentes en el medio ambiente. Por ejemplo, la
infeccién en humanos por Escherichia coli se inhibe por la presencia de la
lactoferrina (proteina que se acompleja con fierro). Muchos taninos presentan mas
de dos grupos hidroxilos en la parte aromatica de su molécula. Los taninos pueden
formar quelatos con varios iones metdlicos, como los iones férricos o clpicros. La
naturaleza multicatecolica de los taninos permite la quelacién y con esto la

formacién de un precipitado metal-tanino eliminando del medio los iones metalicos

~

~.

que necesitan las bacterias para su crecimiento adecuado (Scaljsegty




1.3.1.3 Lactonas sesquiterpénicas

En general, las lactonas sesquiterpénicas que poseen actividad antibacteriana son aquellas
que tienen un metileno exociclico conjugado con el carbonilo de la lactona. Ademas, si
tienen cetona o, P insaturada su actividad aumenta. Estos grupos representan sitios
receptores reactivos para nucledfilos bioldgicos, en particular los grupos tiol y los grupos
amino que son esenciales para algunas funciones enzimaticas. Los estudios de estructura-
actividad han demostrado que las enzimas bacterianas como la fosfofructoquinasa, la ADN
polimerasa y la timidilato sintetasa de E. coli son inhibidas por estas lactonas (Fischer,
1991).

1.3.1.4 Aceites esenciales

Algunos monoterpenos y compuestos fendlicos de bajo peso molecular presentes en los
aceites esenciales de las plantas poseen una actividad antimicrobiana inespecifica puesto
que tienen la capacidad de disolver las membranas celulares, con esto, se produce un efecto
similar al de la lisis bacteriana provocada mediante enzimas liticas (lisozima) o por
tratamiento con disolventes organicos (Harvey, 1982).

Helander ef al. (1998) demostraron que las bacterias E. coli y Salmonella thyphimurium al
ser sometidas a dosis bajas de carvacrol y de timol aumentaban la concentracién de ATP y
de glucosa 6-fosfato extracelular, debido a esto, se evidencié el efecto litico de estos

compuestos sobre la membrana celular bacteriana.
1.3.1.5 Acidos de compuestos arométicos simples

Algunos compuestos antibacterianos presentes en los extractos de plantas son 4cidos

débiles, ejemplos de ellos son: el 4cido vainillinico, el 4cido benzoico, el acido ferulico, etc.
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En solucion, estos acidos pueden existir en forma disociada y no disociada dependiendo del
pH del medio. Estos compuestos presentan actividad inhibitoria 6ptima a pH 4cido, porque
este favorece la existencia de la forma no disociada y sin carga de la molécula, de esta
manera, el acido débil es permeable en la membrana plasmatica y asi penetra al citoplasma
celular. En el interior celular el dcido débil se disocia puesto gue existe un pH mayor (7-
7.5), asi se generan en ¢l interior celular aniones y protones que no pueden afravesar la
membrana y salir del citoplasma mediante transporte pasivo. La inhibicion del crecimiento
de los microorganismos se debe a que los protones pueden inhibir reacciones metabolicas
importantes como la cadena respiratoria, ademis de provocar estrés homeostatico
intracelular por disminucién del pH, los aniones a su vez son téxicos porque pueden levar
a cabo reacciones de édicién nucleofilica con biomoléculas alterando la funcion de estas

tltimas (Brul, 1999).

1.3.2 LA PIEL,

La piel (Figura 4) es el 6rgano de mayor extension del cuerpo, estd compuesta de varios
tipos celulares y de anexos epidérmicos cada uno de los cuales tiene una funcién especifica.
El principal papel de la piel es el de proteger al organismo de las agresiones del medio
ambiente externo. Para cumplir este objetivo, la piel ha evolucionado en una serie de
envolturas complejas, cada una con propiedades particuiares. Las capas fundamentales de
la piel son: la epidermis, la dermis y la hipodermis (Eckert, 1992). La capa superficial
(epidermis) es una cubierta estratificada de células epiteliales que descansa sobre un
recubrimiento de tejido conectivo (dermis). La epidermis y la dermis se sostienen sobre una

capa interna de tejido adiposo (hipodermis).
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Epidermis:

La célula fundamental de la epidermis es el queratinocito que constituye mas del 90% de
las células de la capa epidérmica. El queratinocito es la célula responsable de la formacion
de la envoltura (epidermis) que repele patdégenos, y que protege de la pérdida de fluidos y
de la abrasion. Para llevar acabo estas funciones, el queratinocito sufre un proceso
programado de diferenciacion en el que células no diferenciadas se convierten
paulatinamente en células que no se dividen y que son altamente diferenciadas llamadas
corneocitos. Asi, la epidermis se puede dividir en varias capas celulares basada en la
diferenciacion del queratinocito (fig. 4). La capa basal de la epidermis son queratinocitos
no diferenciados de tipo columnar y su proliferacion esta regulada por una variedad de
factores intrinsecos y extrinsecos no completamente conocidos. Los reguladores extrinsecos
incluyen el factor de crecimiento epidérmico, los factores alfa y beta de crecimiento
tumoral, estrOgenos, progesterona, epinefrina y vitaminas D y A (Eckert, 1992). La capa
espinosa esta situada directamente sobre la capa basal. Por tener numerosos desmosomas
los queratinocitos de esta envoltura tienen Ia apariencia espinosa, de ahi su nombre. La capa
granular presenta queratinocitos con granulos queratohialinos que contienen profilagrina.
Esta tltima capa presenta todavia células vivas que realizan metabolismo normal. Sobre la
capa granular existe una “zona de transicion” entre la epidermis viva y la muerta, esta zona
es de gran recambio celular en donde los organelos celulares, ADN y ARN, son destruidos
por la actividad de proteasas y nucleasas. En esta zona, los filamentos de queratina se
reestructuran en una forma mds estable, para formar la envoltura cornea. El tltimo estado
de la diferenciacion del queratinocito es el corneocito. El principal componente del
corneocito es la queratina, proteina fibrosa que se encuentra en la parte mis externa de la

piel y que da origen a los anexos epidérmicos como el pelo y las uiias.
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Otras células que se encuentran en la epidermis son las células de Merkel y el melanocito,
Los melanocitos son células productoras de pigmento que se originan en la cresta neural y
se distribuyen en la capa basal de queratinocitos sobre la ldmina basal. El componente
principal del melanocito es el melanosoma, que es el sitio donde se sintetiza la melanina.
L.os melanocitos transfieren el pigmento a los queratinocitos vecinos mediante transferencia
del melanosoma completo. La melanina se degrada conforme ocurre la metamorfosis del
queratinocito. La pigmentacién de la piel se debe a la cantidad de pigmento presente en las
capas bajas de la epidermis. Las células de Merkel son mecanorreceptores y contienen una
gran cantidad de grénulos densos de 100 nm de didmetro. Los grénulos contienen
neurotrasmisores, por ello estos se encuentran en la zona contigua a la sinapsis de las
células de Merkel con neuronas (Holbrook, 1997).

Dermis:

Esta capa esta formada por tejido conectivo cuyo volumen esta ocupado principalmente por
colageno. Las células que se encuentran en la dermis son: el fibroblasto, los macréfagos y
los mastocitos. El fibroblasto es la principal célula de la dermis. Su funcién primordial es la
sintesis y remodelacién de las proteinas del tejido conectivo como la fibronectina y el
colageno. La fibronectina es la proteina que utiliza el fibroblasto para anclarse a la matriz
de colageno. Los ﬁbroblasfos secretan colagenasa y gelatinasa para remodelar las fibras de
coldgeno.

Los macrofagos funcionan presentando antigenos a las células linfoides como parte de la
respuesta inmune ademés de fagocitar particulas o patégenos que invadan la dermis,
también sintetizan y secretan interleucina I, factores de crecimiento, prostaglandinas e

interferén.
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Los mastocitos estén presentes en toda la dermis, pero se concentran alrededor de los vasos
sanguineos. Estas células producen granulos de sustancias vasoactivas y quimoatrayentes
como la histamina. Los mastocitos responden a la luz, frio, trauma agudo, vibracion y
presion, asi como a estimulos quimicos e inmunoldgicos. Cuando existe uno de estos
estimulos, estas células liberan el contenido de los granulos iniciando la quimiotdxis o la
vasodilatacion.

Hipodermis:

La hipodermis es una capa de células adiposas derivadas del mesodermo y constituye la
parte mas profunda de la piel, funciona como agente amortiguador entre las capas externas
de la piel y las estructuras internas como musculo y hueso. También provee energia de

reserva, confiere movilidad a la piel, aisla y moldea el cuerpo (Holbrook, 1997).

L3.3 EFECTOS DE LA RADIACION UV EN LA PIEL.

La luz solar y la radiacién ultravioleta (RUV) de fuentes artificiales pueden tonificar y/o
ser toxicas para la piel humana. Las cualidades benéficas de la luz solar para la salud de Ia
piel han sido conocidas por la humanidad desde tiempos inmemoriales. La exposicién a la
luz solar genera una sensacién de bienestar, puesto que promueve la sintesis de vitamina D
(que tiene un efecto curativo en el tratamiento del raquitismo, ademas de regular el
metabolismo del calcio), y estimula la produccién de melanina que proporciona a la piel un
bronceado capaz de protegerla de los efectos dafiinos de la RUV. La luz solar es el soporte
para la vida en la biésfera, aunque no se pueden ignorar los efectos acumulativos que esta
radiacién puede provocar. Algunos de los efectos agudos y cronicos de la radiaci6n solar

son los siguientes (Pathak, 1986):
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Efectos agudos: quemadura solar, bronceado, reacciones fototoxicas y fotoalérgicas
inducidas por medicamentos (psoralenos, fenotiazinas, acido nalidixico, etc.) vy
fotosensibilidad (erupciones polimoérficas mediadas por luz, lupus eritematoso, porfirias,
ete.)

Efectos cromicos: envejecimiento y arrugas (fotoenvejecimienfo y dermatobeliosis),

Céncer (carcinomas de células basales y escamosas) y alteracion de la respuesta inmune.

Aproximadamente €l 6% de la radiacién solar que alcanza la superficie de la tierra es
radiacién ultravioleta, 48% es uz visible y 46% luz infrarroja (Pathak, 1997). El sol emite
luz ultravioleta de diferente longitud de onda que tiene efectos sobre la piel y que
operacionalmente pueden dividirse en tres regiones: UV-A (320-400 nm), UV-B (290-320
nm), UV-C (<290 nm). La radiacion UV-C es absorbida por la capa de ozono en la
atmosfera y no llega a la superficie de la tierra, sin embargo, la radiacién de este tipo que
pudiese alcanza la piel seria absorbida por el estrato comeo que es tejido muerto. Las
radiaciones UV-B que son muy eritematogénicas y carcinogénicas son primariamente
absorbidas en la epidermis por su capa basal. Las radiaciones UV-A penetran
profundamente en la dermis y sus efectos dafiinos son algo més sutiles que los de las
radiaciones UV-B (Ziegler, ef al., 1994).

Tal vez el efecto mas nocivo provocado por la exposicién al sol es la induccién del cancer
no melandémico de piel (ya que la radiacién UV-B provoca la formacién de dimeros de
timina dafiando la estructura y alterando la funcién del ADN). Este céncer —el carcinoma de
c¢lulas basales (CCB) y el carcinoma de las células escamosas (CCE)- es el mas comin en

los habitantes de Estados Unidos (Epstein, 1997). La incidencia de esta enfermedad se ha



incrementado tan rapido en las ultimas décadas que se le ha considerado la epidemia
silenciosa del siglo XX. El papel de la radiacion solar en la induccién de cancer no
melanémico de piel se evidencié por primera vez mediante observaciones clinicas y fue
confirmado con base en estudios experimentales y epidemiologicos (Epstein, 1989). La
radiacién que provoca este tipo de cancer es la UV-B (Epstein, 1997). Esto es mas notable
en el caso del cancer de células escamosas (CCE) en donde se hace mas evidente la relacién
causa-efecto.

A similitud de todos los organismos que habitan la superficie terrestre, el hombre ha
desarrollado en su piel varios mecanismos para protegerse de los efectos daiiinos de la
RUV. Una vez que la piel es irradiada, la epidermis engrosa y forma melanina, que
disminuye la penetracion de la radiacion UV-B a la capa basal proliferativa. La melanina
no es una sustancia importante en la absorcién selectiva de RUV, sin embargo, representa
un papel importante en el “secuestro” de radicales libres generados por la exposicion a la
radiacién ultravioleta (Chedekel y Zeise, 1997). El dafio al ADN debido a la RUV se repara
mediante una serie de reacciones enzimdticas, y la célula que sufrié dafio en su ADN es
eliminada por un proceso éonocido como apoptosis. A pesar de esta formidable adaptacion
de la epidermis para contrarrestar los efectos de la RUV, puede ocurrir, que se acumulen
los errores en el ADN después de varios afios de exposicion. Estos errores (mutaciones)
pueden provocar que algunos genes que son cruciales en la regulacion del ciclo celular (por
ejemplo, protooncogenes, como el gene ras; y los genes supresores de tumores, como el
p53) sean disfuncionales, y una combinacién de mutaciones en ambos genes, provocan la
transformacion a célula cancerosa. La secuencia principal de eventos ha sido elucidada
recientemente. La radiacién solar mas importante para la produccion de lesiones en el ADN

es la radiacion UV-B que provoca la formacién de dimeros de ciclobutano-pirimidina y
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fotoproductos 6-4, que corresponden directamente con mutaciones que son asociadas a
sitios dipirimidinicos (Box ef al., 2001). Asociado a ello, también se ha encontrado que la
radiaciéon UV es la causante de mutaciones en el gene p53 (Brash ef al., 1991). La
comprobacion directa de que la relacion causal entre las mutaciones en el gene p53, los
tumores de piel y la RUV se ha dilucidado en experimentos usando ratones (Van Kranen et
al., 1995). Por otra parte, las células transformadas pueden ser reconocidas y eliminadas por
el sistema inmune, pero la RUV también afecta este sistema (Gruijl, 1996). La RUV incide
sobre cromoforos que tienen funcién inmunomoduladora, tal es el caso del acido frans-
urocénico. Este compuesto es un derivado de la histidina que se sintetiza principalmente en
los queratinocitos y representa un papel importante en la diferenciacién del estrato
granuloso a estrato cérneo, ademds, mantiene la homeostasis en las capas altas de la piel
puesto que provee protones que mantienen un gradiente adecuado de pH (Krien, 2000). Se
sabe que el acido urocanico de configuracion frans se isomeriza a cis por efecto de la luz
UV-B, el 4cido cis-urocanico es un inmunomodulador negativo, esto es, deprime la
respuesta inmune, Existen varias evidencias experimentales que explican la actividad
inmunosupresora del dcido cis-urocanico, entre ellas el alto porcentaie de mortalidad de
ratones a los que se les administré este compuesto y/o fueron irradiados con luz UV-B y
que posteriormente fueron sometidos a experimentos de desafio utilizando virus-herpes
(Norval, ef al., 1989). S.e ha demostrado que existe sinergia entre el acido cis-urocénico y la
histamina para incrementar la produccion de prostanoides, compuestos que aumentan la
permeabilidad vascular y estan implicados en la inmunosupresién mediada por radiacién
UV-B (Jaksic, 1995). Por otra parte, el 4cido cis-urocénico se une a los receptores del 4cido

v-aminobutirico (GABA) en los linfocitos, de esta forma, al actuar como agonista del
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GABA, se detiene la actividad citotoxica de los linfocitos T inhibiendo la actividad inmune

de estas importantes células (Norval, 2001).

1.3.4 FILTROS SOLARES.

El origen de la vida en el planeta se produjo en gran parte por los cambios atmosféricos
gue disminuyeron la cantidad de irradiacién de luz ultravioleta que incidia en la superficie
terrestre. La importancia fundamental de la fotoproteccion para la supervivencia se ilustra
por su conservacion en la escala evolutiva. Asi, los organismos mas primitivos poseen
métodos enddégenos que los protegen de las excesivas cantidades de RUV solar. Los
humanos y otros vertebrados poseen pigmentos que absorben luz ademas de otros sistemas
quimicos y enzimaticos que reparan los dafios producidos por la exposicion excesiva a la
radiacion UV (Pathak, 1986). Los individuos con alteraciones genéticas en estos
mecanismos protectores, como el albinismo y el xeroderma pigmentosum, tienen una vida
media corta (Cleaver y Kraemer, 1995). El hombre ha buscado protegerse de la radiacion
ultravioleta mediante sustancias que absorban esta energia. Los filtros solares son
sustancias quimicas que se aplican topicamente (aunque ya existen filiros solares cuya via
de administracién es oral) y que protegen de los efectos adversos de la luz solar, en
particular de la quemadura por RUV (Pathak, 2000).

Existen evidencias de que en las grandes civilizaciones antiguas, los hombres se protegian
de la radiacion solar usando ropa adecuada, asi, los Griegos usaban velos y sombreros de
bordes prominentes; las sombrillas ya existian en Egipto, Mesopotamia, China e India. En

América los indios de las Guayanas usaban extractos vegetales y alquitrdn para protegerse

del sol.
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Durante 1887 el médico aleman Thomas Veiel fue capaz de proteger a un paciente con
eczema solar usando velos rojos finamente tejidos. En 1889, Erasmo J. Widmark utilizd
sulfato de quinina para absorber radiacién UV-B, propuso correctamente que la quinina
podia absorber longitudes de onda corta. Corria el afio de 1891 cuando Frank Hammer
repitié los experimentos de Widmark y usé la quinina para preparar lociones y ungiientos
constituyéndose asi el primer filtro solar comercial para uso humano. Durante el siglo
veinte se utilizaron los extractos de varias plantas como filtros solares. Uno de los mas
efectivos fue el extracto de castafia. Durante 1911, Leopold Freund investigd varios de los
filtros solares usados en esa época mediante un método fotografico de prueba para evaluar
las capacidades de absorcidn. Freund fue el primer investigador que sugirié que las
longitudes de onda menores de 325 nm son las principales causantes de eritema. En 1922,
Michael Eder y Leopold Freund, proponen el uso de las sales del acido 2-naftol-6,8-
disulfénico para absorber radiacion UV-A y UV-B. En los siguientes 40 afios se
introdujeron varias sustancias para usarlas como filtros solares: el dcido ténico (1925), el
salicilato de benzilo (1931), los derivados del acido para-aminobenzoico y del 2-
fenilimidazol (1942), el 4cido antranilico (1950), varios cinamatos (1954), la cloroquina
(1962), las benzofenonas (1965) y muchas otras sustancias (Urbach, 2001).

Actualmente, muchos individuos con poca pigmentacion y que trabajan en actividades al
aire libre se prote;gen de la RUV de acuerdo con normas laborales y médicas, sin embargo,
los actuales hébitos y estilos de vida han incrementado la incidencia y prevalenclia del
cancer y del fotoenvejecimiento de la piel. Debido a esto, se ha realizado una fuerte
campafia por parte de los cientificos y gobiernos para educar a la poblacién sobre los
efectos adversos de la RUV, y de parte de los dermatologos, quimicos, bidlogos y

compafiias farmacéuticas para el desarrollo de productos que se puedan aplicar en la piel y
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que permitan incrementar el tiempo de exposicién de los individuos a la radiacion. Los
programas educacionales recomiendan: (I) Evitar exponerse a la radiacion solar en horas
pico (medio dia); (II) usar ropa que proteja cuello, brazos y piernas; (III) usar sombreros;
(IV) usar gafas contra el sol y bloqueadores solares; (V) utilizar filtros solares con factor de
proteccion solar (FPS) de 15 o mayores. (Elmets y Anderson, 1996).

En los primeros afios del siglo proximo pasado se pusieron a la disposicion del piblico los
primeros filtros solares, pero hasta 1979 todos tenian un FPS menor de 15 (Rothman y
Rubin, 1942; Pathak, 1986). El 4cido p-aminobenzoico (PABA) fue uno de los primeros
filtros solares que se comercializaron intensivamente, pero con €l tiempo se introdujeron
otros compuestos al mercado. Actualmente se utilizan filtros solares derivados de ocho
grandes grupos: los derivados del PABA, los salicilatos, los cinamatos, las benzofenonas,
los antranilatos, los derivados del dibensoilmetano, los derivados del alcanfor y una clase
que se le considera “misceldnea” porque en ella se incluyen filtros solares con diferentes
grupos croméforos (Shaath, 1997). Los compuestos que absorben en la region del UV-A
son los antranilatos, las benzofenonas y los derivados del dibensoilmetano, y los que
absorben radiacién UV-B son los derivados del PABA, los salicilatos, los cinamatos, y los
derivados del alcanfor (Shaath, 1977). Algunos filtros solares tienen uno o varios
componentes activos. La mayoria de los filtros solares protegen a la piel de la radiacién
UV-B porque esta longitud de onda provoca -eritematosis y cancer de células basales.

Asi, todos los filtros solares que se usan comunmente, absorben RUV, y por lo tanto
reducen la cantidad de ésta que pudiese alcanzar las capas de la piel debajo del stratum
corneum. La proteccién que proporciona un filtro solar se determina de acuerdo al valor del
Factor de Proteccion Solar o FPS (Pathak, 1986). Los valores de FPS para un filtro solar se

determinan estableciendo la cantidad (tiempo de exposicién) de radiacién solar simulada
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requerida para causar un eritema uniforme en la piel (Dosis Minima Eritematogénica,
DME) y que se trata con 2.0 mg/cm2 del filtro solar a evaluar, comparada con la cantidad
de radiacion solar simulada requerida para producir eritema uniforme en piel no protegida
con filtro solar (Elmets, 1996). El valor del FPS se calcula de acuerdo a la siguiente
formula:

FPS= Dosis de UV gue provoca 1 DME (Dosis Minima Eritematogénica) con Filtro Solar
Dosis de UV que provoca 1 DME sin Filtro Solar

De esta manera, la piel tratada con un filtro solar con un valor de FPS de 15 requerira 15
veces mads radiacion solar simulada con respecto a la piel no tratada para desarrollar un
eritema minimo perceptible. Es falso concebir que no ocurrirdn dafios después de que se
haya aplicado un filtro solar y la piel se exponga a la radiacion por menos tiempo que el
FPS. En realidad, la piel tratada con un FPS de 15 y expuesta a 7.5 DME de radiacion UV
recibe el equivalente de 0.5 DME (Elmets, 1996).

Se ha demostrado que el uso de filtros solares reduce los dafios, tanto agudos (eritema),
como cronicos (fotoenvejecimiento y cancer de piel) provocados por la radiacion UV-B.
Los filtros solares pueden prevenir los efectos crénicos de forma indirecta al impedir que
mediadores de la respuesta inmune se transformen en isémeros nocivos por efecto de la

radiacion UV-B (Finlay-Jones, 1998 y Kerr, 1998).
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1.4 JUSTIFICACION.
Las plantas B. perfoliata v B. scordioides son especies medicinales que se utilizan para
desinfectar heridas y para el tratamiento de enfermedades gastrointestinales de probable
origen infeccioso. B. scordioides, ademas, es utilizada para prevenir las quemaduras
solares. El interés por realizar este estudio surgid a partir de las siguientes consideraciones:
Contribuir al conocimiento de la quimica de estas dos especies, puesto que no existian
estudios al respecto.
Determinar si estas plantas presentan metabolitos secundarios que justifiquen las
actividades bioldgicas que se les atribuye.
Realizar investigacion basica tendiente a encontrar nuevas alternativas para el tratamiento
de enfermedades provocadas por bacterias. Actualmente ha adquirido importancia la
busqueda de sustancias que dafien la viabilidad de las bacterias mediante mecanismos
diferentes a los de los antibidticos convencionales, puesto que las bacterias que han creado
resistencia a los antimicrobianos de uso comiéin se han convertido en un problema real de
salud publica.
Por otra parte, debido a la incidencia de cancer en la piel, es importante determinar si estas
plantas contienen metabolitos con propiedades de filtros solares, que tendrian la ventaja de
ser biodegradables y probablemente con menos efectos secundarios que los filtros solares
sintéticos, cabe hacer notar que también estos metabolitos pueden ser usados para atenuar
los sintomas de las enfermedades relacionadas con la exposicion a la radiacién solar como
el lupus eritematoso, el xeroderma pigmentosum, y el albinismo; ademas de que también
podrian utilizarse para prevenir la fotoalergia y la fototoxicidad.
Que los resultados de la presente investigacion sirvan de base para nuevos estudios

relacionados con estos temas.
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CAPITULO II

HIPOTESIS Y OBJETIVOS

1.1 HIPOTESIS.

Las plantas B. perfoliata y B. scordioides, son utilizadas en la medicina tradicional para el
tratamiento de enfermedades gastrointestinales, B. scordioides, ademds, se emplea para
prevenir las quemaduras solares; por lo que, ambas plantas deben contener metabolitos
secundarios con propiedades antibacterianas y B. scordioides puede contener sustancias que

actien como agentes fotoprotectores.

IL2 OBJETIVOS.
IL2.1-OBJETIVOS GENERALES.

1. Aislar e identificar los principales metabolitos secundarios de las piantés
Buddleja perfoliata HBK y Buddleja scordioides HBK.

2. Evaluar la actividad antibacteriana de los metabolitos aislados y determinar su
posible modo de accién antibacteriana.

3. Evaluar la actividad fotoprotectora en la region del UV-B de los productos
naturales aislados que contengan croméforos apropiados; es decir, que absorban

en la regién del UV-B.
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11.2.2 “OBJETIVOS PARTICULARES.

1.

2.

Preparar extractos con disolventes de distinta polaridad a partir de cada planta.
Aislar y purificar los componentes principales de cada extracto.

Realizar los analisis espectroscopicos y quimicos que permitan elucidar las
estructuras de los principales metabolitos aislados.

Determinar cualitativamente la actividad antibacteriana de los compuestos
aislados.

Obtener la concentracién minima inhibitoria y bactericida minima de las
sustancias activas.

Determinar el modo de accién antibacteriano de los productos activos mediante
experimentos de incorporacion de precursores marcados y obtener las curvas de
supervivencia.

Evaluar la actividad fotoprotectora en la region del UV-B de los compuestos que
tengan absorcion en dicha zona del espectro electromagnético empleando
modelos biologicos.

Determinar en conejillos de indias (cuyos), €l Factor de Proteccion Solar (FPS)
de las sustancias que absorban en el UV-B.

Realizar un estudio histopatolégico comparativo entre los tejidos protegidos
con las sustancias fotoprotectoras y los no protegidos, con la finalidad de

evaluar los daiios en los tejidos de piel de cuyo.
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CAPITULO IIL PARTE EXPERIMENTAL
L1 METODOLOGIA GENERAL PARTE QUIMICA

IIL1.1 - EQUIPO USADO PARA LA DETERMINACION DE LAS CONSTANTES
FISICAS ESPECTROSCOPICAS Y ESPECTROMETRICAS DE LOS
COMPUESTOS AISLADOS.

Los puntos de fusidn se determinaron en un aparato Fisher-Johns y se describen sin
corregir. Los espectros en el Infrarrojo se obtuvieron en un aparato de rejilla Perkin-Elmer
modelo 599B y en un aparato Nicolet FT-5X, en pastilla de KBr y/o en suspension en
nujol. Para las separaciones cromatograficas automatizadas se utilizé un cromatégrafo de
liquidos de alta resolucién Waters Millipore 4000.

Los espectros de resonancia magnética nuclear proténicé (RMN-'H) y de carbono-13
(RMN-"C) fueron obtenidos en los equipo Varian Unity VXR-300s, y Jeol eclipse 300, los
cuales se operaron a una frecuencia de 300 y 75.44 MHz, respectivamente, y en un aparato
FT-NMR Varian PIOS 500, que trabajé a una frecuencia de 500 MHz (para RMN- 'H) v
125.7 MHz (para RMN-C). Los espectros se obtuvieron en CDCls, CD;OD o en piridina
deuterada, dependiendo de la solubilidad de los compuestos; los desplazamientos quimicos
se expresan en unidades de ppm (8) con respecto al tetrametilsila-no (TMS), que se uso
como referencia interna. En el caso de los espectros de RMN-'H, las constantes de
acoplamiento (J) se obtuvieron directamente del espectro y se reportan en Hertz (Hz). Los
experimentos DEPT, COSY, HMQC y HMBC se realizaron en un aparato FT-NMR Varian

PIOS 500. Se emplearon los programas de secuencias de pulsos estdndares Varian para el
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registro de los espectros bidimensionales homonucleares (‘H-'H-COSY). Para los
experimentos de HMQC y HMBC se emplearon las siguientes condiciones: ASts y J5140,
8 Hz, respectivamente. Los espectros de HMQC se registraron en modo de fase sensible y
los espectros de HMBC fueron procesados mediante la técnica de modo mezclado (fase
sensible a lo largo de F; y valor absoluto a lo largo de F,).

Los espectros de masas se determinaron en un aparato Jeol JIMS-SX102A mediante la
técnica de bombardeo répido de dtomos (FAB-MS) y se obtuvieron con un sistema JMA-
3500, empleando como matriz alcohol m-nitrobencilico, el atomo acelerado para la

generacion de iones a partir de la muestra fue xendn utilizando un voitaje de 6 KeV.

I1.1.2 -METODOS CROMATOGRAFICOS

Las cromatografias de adsorcion en columna abierta se realizaron sobre gel de silice 60 Fysq
Merck (tamafio de particula 0.063-0.200 mm, malla 70-230 ASTM). Para las
cromatografias en capa fina (ccf) se emplearon cromatofolios de aluminio cubiertos con gel
de silice 60 Fysq Merck (0.2 mm de espesor, para andlisis). La ccf permitié verificar el
desarrollo de las cromatografias en columna abierta y comprobar la pureza de los
compuestos obtenidos. Como agentes cromogénicos se emplearon: I) una solucidn de
sulfato cérico en 4cido sulfiirico concentrado, y para el desarrollo del color fue necesario
calentar las placas cromatograficas durante dos minutos a 110 °C. II) Luz UV de 254 y 366
nm (Ultraviolet Fluorescence Analysis Cabinet. Spectroline Mod CX-20).

Para el andlisis mediante cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas del
aceite esencial de B. perfoliata (GC-MS) se utilizé un cromatografo Hewlett Packard

modelo 5890 serie II conectado a un espectrometro Jeol AX50HA. El analisis se realizo
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utilizando una columna DB WAX de 30 m x 0.32 mm y didmetro interno de 0.25 pm. Las
condiciones de separacién fueron: temperatura del horno 80-220 °C (aumentando
gradualmente la temperatura a razon de 8°C por minuto); temperatura del inyector 225 °C;
gas de acarreo He, a presion de 134 Kpa (19 Psi) y velocidad linear de 20 cm/s; cantidad de

muestra empleada: 1.0 pl; energia de ionizacién 70 eV.

IL1.3-RECOLECTA Y SECADO.

La B. perfoliata se recolectd en los alrededores de San Martin Texmelucan estado de
Puebla en agosto de 1997. La zona presenta vegetacion perturbada de tipo pastizal con
arbustos.

B. scordioides se recolecté durante el mes de noviembre de 1997 en el municipio de
Matehuala, San Luis Potosi en el kilometro 16 de la carretera Matehuala-Dr. Arroyo, a 10
metros de la orilla de la carretera, la zona presenta vegetacion tipo matorral xer6fito. En
ambos casos, la recolecta se realizé manualmente y algunos ejemplares se prensaron y se
depositaron en éi herbario Izta de la FES-Iztacala UNAM para su identificacion, en donde
se le asignaron los siguientes nimeros de registro:

B. perfoliata: 25560

B. scordioides: 26140

Una vez transportadas al laboratorio, las plantas se extendieron sobre papel periédico y se
secaron a la sombra durante una semana; transcurrido este tiempo se molieron y se

guardaron en costales.
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I11.1.4 -EXTRACCION.
I11.1.4.1 — Extraccion de B. perfoliata.
Para la extraccion de B. perfoliata se procedio de acuerdo al siguiente diagrama de flujo

(Lin, 1990).

B. perfoliata 1800 g parte aérea (seca y molida)

Extraccion con MeQH

Soluble (extracto metandlico)  Residuo

Extraccion con hexano

Soluble Insoluble
(7.52 g}
(Extracto hexanico) Extraccion con CH,Cly
Soluble Insoluble
(18.6 g)
(Extracto de CHyCly) Extraccién con AcOEt
Soluble Insoluble
(21.36 g)
(Extracto de AcOEt) l Extracciéon con BuOH
Soluble
(80.5 g)

(Extracto butandlico)

Esquema I. Preparacion de los extractos de Buddleja perfoliata
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Los extractos fluidos se obtuvieron por percolacion y los extractos concentrados mediante

destilacion a presion reducida.

111.1.4.2. Extraccion de B. scordioides.
En el esquema 2 se describe el procedimiento para la extraccion de B. scordioides:
B. scordioides
Hoja (seca y molida)

1.227 kg

Extraccidén con hexano

Residuo Extracto hexanico
4043 g
Extraccion con CHCl3

Residuo Extracto cloroférmico 9.5 g

Extraccion con MeOH

Residuo Extracto metanolico
(Desechar)
Lavado con hexano

Soluble Insoluble

2% extraccidon MeOH

Extracto metanélico
libre de grasas
260 g

Esquema 2.- Preparacion de los extractos de B. scordioides
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Los extractos fluidos se obtuvieron por percolacién y los extractos concentrados mediante

destilacion a presion reducida.

111.1.4.3 - ACEITE ESENCIAL DE B. perfoliata.

El material vegetal fresco y fragmentado (parte aérea) se sometié a una destilacion por
arrastre de vapor de acuerdo a la técnica convencional para la obtencidon de aceites
esenciales (Vogel, 1989). En el matraz generador de vapor, se colocd un litro de agua
destilada y en otro 500 g de planta. Posteriormente, el matraz generador de vapor se calentd
hasta ebulliciéon y el vapor generado se hizo pasar a través del material vegetal. El
calentamiento se suspendi6 cuando se obtuvieron 500 ml de destilado. El aceite esencial se
extrajo del destilado mediante reparto, empleando éter etilico como disolvente, La fase
orgénica se trato con sulfato de sodio anhidro, se filtré y concentré a presién reducida para

generar 2 ml de aceite.

I11.1.5- OBTENCION DE LOS PRINCIPALES METABOLITOS DE B. perfoliata
ITL.1.5.1 -FRACCIONAMIENTO DEL EXTRACTO DE ACETATO DE ETILO

El extracto de acetato de etilo (Esquema I, 21.36 g) se fracciondé en una columna
cromatogrifica empacada con 300 g de gel de silice 60 Fus4 Merck, utilizando como
eluyentes CH;Cly, y mezclas de CH,Cl;-MeOH con aumento gradual de la polaridad. Se
recolectaron 188 fracciones de 100 ml cada una. En la tabla 1 se resumen los sistemas de
elucion empleados y las fracciones resultantes. El fraccionamiento cromatografico fue
verificado mediante ccf, las fracciones con factor de retencién (if) semejante se reunieron

dando 4 grupos de fracciones.
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Tabla 1.- Fraccionamiento del Extracto de Acetato de Etilo de B. perfoliata

Eluyente Proporcion % Fracciones Fracciones Peso del residuo
recolectadas combinadas ()
CHoCly 100 1-5
CH,Cl,-MeOH 95:5 6-33 1-33 12.3
CH,Cl-MeOH 90:10 34-106 34-57 0.2
CH,Cl,-MeOH 80:20 107-129
CH,Cl,-MeOH 70:30 130-155 58-155 3.2
CH,Cl-MeOH 60:40 156-169
CH,Cl-MeOH 50:50 170-175 156-188 0.4
MeOH 100 176-188

De las fracciones 58-155 precipité un compuesto amarillo verdoso (3.2 g) que después de

ser lavado con metanol, mostré las siguientes constantes fisicas y datos espectroscopicos:

pf. 273-274 °C, UV Apax 334 nm (g, 18832); [a]n™ ©: -99.1° (piridina; ¢ 0.8); IR (Espectro

3) Vmax (KBr) (em™): 3350 (OH), 1650 (C=0), 1610 (C=C); 1590, 1560, 1500 (anillo

aroméatico). RMN 'H (DMSO) (Espectro 4) 8: 1.13 (3H, d, J= 6.1 Hz, metilo ramnosa), 3.2

~ 4.8 (14 H azbcares), 5.11 (1H, d, J= 7.2 Hz, H; glucosa), 5.26 (1H, s amplio, H,

ramnosa), 6.5 (1H, d, J= 2.18 Hz, aromatico), 6.84 (1H, d, J= 2.18 Hz, aromatico), 6.99

(1H, s, vinilico), 7.2 (1H, d, J= 8.86 Hz, aromatico), 8.1 (111, d, J= 8.86 Hz, aromatico),

12.96 (1H, s, OH). Los datos anteriores y su rf coinciden con los de la linarina (2).
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II1.1.5.1.1 -ACETILACION DE LA LINARINA.

Una solucién de 100 mg de linarina en piridina (1 ml) y anhidrido acético (1 ml) se calentd
a 60 °C durante 1 h; la mezcla de reaccidén se dejé durante toda la noche a temperatura
ambiente, el progreso de la misma se determind mediante cromatografia en capa fina. Una
vez que la transformacién se completd, la mezcla de reaccion se verti6 en agua, el sodlido
formado se filtrd y lavé con agua; el producto de la acetilacion una vez secado pes6 68 mg,
y presenté un pf de 124-125 °C; su espectro en el IR resulté idéntico al de una muestra
auténtica de acetato de linarina.

I11.1.5.2 -FRACCIONAMIENTO PRELIMINAR DEL EXTRACTO BUTANOLICO
El extracto butandlico (Esquema I, 80.5 g) se fraccioné de manera preliminar en una
columna cromatogréfica empacada con 800 g de gel de silice 60 Fysy Merck, utilizando
como sistema de elucién CH,Cl,-MeOH, con aumento gradual de la polaridad. Se
recolectaron 135 fracciones de 250 ml cada una. El fraccionamiento cromatogréafico
seguido mediante ccf permitié la obtencién de 5 grupos de fracciones primarias (Tabla 2),

Tabla 2.- Fraccionamiento Preliminar del Extracto Butandlico de B. perfoliata.

Eluyente Proporcién % Fracciones Fracciones Peso del residuo
recolectadas combinadas (g)
CH,CL-MeOH 90:10 1-79 1-29 12.4
CH,Cl,-MeOH 80:20 80-104 30-49 1.58
CH,Ch-MeOH 70:30 105-110 50-103 46.4
CH,Cl,-MeOH 60:40 118-126 104-116 1.2
CH,CL-MeOH 50:50 127-130 117-135 5.3
MeOH 100 131-135
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De la fraccion 30-49 elauida con CH;Cl,-MeOH 4:1 se aislaron 1.58 g de linarina pura. A
partir de la fraccidon 50 y hasta la 103 se obtuvo linarina impura; al unir estas fracciones,
precipitd una mayor cantidad linarina que fue purificada mediante cristalizacién generando

300 mg de compuesto puro.

I11.1.5.2.1 -SEPARACION DE LOS COMPONENTES DE LA FRACCION 50-103.
Las fracciones 50-103 se reunieron dando 46.1 g de residuo que se separé en columna
empacada con 500 g de gel de silice 60 Fasg, utilizando CH,Cl;-MeOH como fase mévil,
aumentando la polaridad de manera gradual; al igual que en los casos anteriores. Se
colectaron 134 fracciones de 100 ml, la distribucion de las fracciones fue la siguiente
(Tabla 3):

Tabla 3.- Recromatografia de las fracciones 50-130 (extracto butanélico de B. perfoliata)

Eluyente Proporcion % Fracciones Fracciones Peso del residuo
recolectadas combinadas ()
CH,;Cl,-MeOH 90:10 1-30 1-80 0.289
CH,Cl,-MeOH 80:20 31-50
CH,Cl-MeOH 70:30 51-124 81-88 10.0
CH;QiguMeOH 50:50 125-134 89-134 23.2

De las fracciones 89-134 se obtuvieron 23.2 g de verbascésido (3) como una sustancia
amorfa que presentd una sola mancha en ccf y tuvo: [0 ™ -41.5 (MeOH; ¢ 1.1). UV Apa
{log €) (en metanol) (nm): 208 (4.30), 217 (4.45), 291 (4.41), 332 (4.54). IR (Espectro 6)
Viax (njol) (em™): 3348 (OH), 2932 (C-H), 1692 (éster conjugado), 1629 (C=C), 1602-

1518 (C-C de anillo aromatico). RMN 'H (CD;0D) (Espectro 5) &: 1.08 (d, J=6.1 Hz, 3H,
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Metilo de Ramnosa), 2.78 (t, J=7.32 Hz, 2H, Ar-CH,-CH,), 4.36 (d, /=7.94 Hz, 1H, H-1 de
glucosa), 5.17 (d, J=1.1 Hz, 1H, H-1 de Ramnosa), 6.26 (d, J=15.8 Hz, 1H Ar-CH=CH),
7.58 (d, /=15.8 Hz, 1H, Ar-CH-CH), 6.55-7.05 (6H, H aromaticos), 3.5-4.25 (8H, H de

aziicares).

I11.1.5.3- BUSQUEDA DE SAPONINAS EN B. perfoliata.

De una segunda recoleccién en los alrededores de San Martin Texmelucan, Puebla durante
el mes de octubre de 1999, se procedié a obtener un extracto polar (metandlico) para
determinar la presencia de saponinas. El proceso fue el signiente: 1000 g de planta se
extrajeron mediante percolacion primero con n-hexano, posteriormente con acetato de etilo,
y finalmente con metanol. La solucién metandlica se concentré a presion reducida dejando
un residuo de 191.3 g. Se tomaron diez gramos del extracto y se hidrolizaron con 100 ml de
HC! IN mediante calentamiento en bafio maria durante 8 h. La mezcla de reaccion se
neutralizé con una solucién concentrada de NaHCQ; y se extrajo con cloroformo. Se buscéd
la presencia de sapogeninas en la fase no polar mediante cromatografia en capa fina,
empleando la saikogenina A y el 3,23,28-trihidroxi-olean 11,13(18)-dieno como referencia
puesto que estas dos sustancias se obtuvieron como producto de hidrdlisis de las saponinas
aisladas de B. scordioides, los resultados fueron negativos. Aunque no se encontraron
saponinas, la fase organica (900 mg) se separé mediante cromatografia de columna abierta
empacada con gel de silice, eluida con mezclas de n-hexano-AcOEt, y aumentando
paulatinamente la polaridad. Se obtuvieron 42 fracciones de 10 ml cada una, las cuales se

distribuyeron como se muestra en la Tabla 4.
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Tabla 4.- Separacion de los componentes de la fase organica del

hidrolizado de B.

perfoliata.
Eluyente Proporcién % Fracciones Fracciones Peso del residuo
recolectadas combinadas (g)
Hexano-AcOEt 90:10 1-14 1-6 0.289
Hexano-AcOEt 7-14 0.010
Hexano-AcOEt 80:20 15-42 15-19 0.015
Hexano-AcOEt 20-33 0.180
Hexano-AcOEt 34-36 0.150
Hexano-AcOEt 37-42 0.076

De las fracciones 15-19 se obtuvo un compuesto cristalino (15 mg) de color amarillo-

verdoso, el cual se identificé como el éster metilico del 4cido feralico.

Ester metilico del cido fertlico (4). IR (Espectro 7) vimax (CHCL) (cm™): 3536 (OH), 1707

(C=0), 1637 (C=C), 1513 (C-C de anillo aromatico), 1267 (C-O). RMN 'H (CDCl)

(Espectro 9), 8: 7.62 (d, J=15.9 Hz, 1H, Ar-CH=CH), 6.29 (d, J;=15.9, 111, Ar-CH=CH),

7.07 (dd, J;= 8.1 Hz, J,= 1.8 Hz, 1H, aromatico), 7.025 {(d, J=1.8 Hz, 1H, aromatico), 6.91

(d, J= 8.1 Hz, 1H, aromatico), 3.92 (s, 3H, OCHs), 3.79 (s, 3H, OCHs). RMN “C (Espectro

10) (CDCl3), 167.7 (C=0), 144.9, 115.13 (carbonos vinilicos); 146.8, 126.9, 123.0, 114.7,

109.6 (carbonos aromaticos); 55.9, 51.59 (metilos). EM-IE (Espectro 8), m/z (intensidad

relativa): 208 [M* (100)], 192 (62), 149 (13), 145 (27), 133 (13), 121 (18), 75 (19).
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I11.1.6 — OBTENCION DE LOS PRINCIPALES METABOLITOS DE B. scordioides.

[11.1.6.1 -FRACCIONAMIENTO DEL EXTRACTO METANOLICO

El extracto metandlico de B. scordioides (260.10 g), fue fraccionado de manera preliminar

en una columna abierta empacada con 2 kg de gel de silice 60 Fas4, usando como fase mévil

AcOFEt v mezclas de AcOEt-MeOH. Se recolectaron 327 fracciones de 250 ml, el

fraccionamiento fue monitoreado mediante ccf y permitié la obtencion de 5 grupos de

fracciones primarias. En la Tabla 5 se resumen los sistemas de elucidon empleados y las

fracciones resultantes.

Tabla 5.- Fraccionamiento del Extracto Metandlico de B. scordivides

Eluyente Proporcion (%o) Fracciones Fracciones Peso del residuo
recolectadas combinadas (2)

AcOEt 100 1-58 2-12 12.0
AcOEt-MeOH 97.5:2.5 59-98 13-29 38.2
AcOEt-MeOH 95.5:5.0 99-130 30-103 73.4
AcOEt-MeOH 92.5:7.5 131-179
AcQOEt-MeOH 90:10 180-216 104-301 85.4
AcOEt-MeOH 85:15 217-240
AcOEt-MeOH 80:20 241-300
AcOEt-MeOH 70:30 301-311 302-325 2.3
AcOEt-MeOH 60:40 312-320
AcOEt-MeOH 50:50 321-326
MeOH 100 327
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De las fracciones 13 a la 29 se obtuvo un polvo amorfo de color amarillo (38.3 g) que
generéd una sola mancha al analizarlo por ccf. Su espectro en el infrarrojo y patron
cromatografico en ccf fueron idénticos a los del verbascdsido. A partir de la fraccion 193 y
hasta la 300 cristaliz6 un compuesto (15.2 g) blanco con punto de fusién de 158-160 °C que
fue identificado como manitol por comparacién de su espectro infrarrojo con el de una
muestra auténtica.

Manitol (5): cristales agujas [o]p* = 2.1 (MeOH), IR (Espectro 12) v (KBr) (cm™):

3270 (OH), 2935 (C-H), 1054, 1024 (C-O).

I11.1.6.2-AISLAMIENTO DE LA SYRINGINA (6) Y DEL O-METILCATALPOL
(7)-

Las fracciones 30-103 de la cromatografia original se combinaron dando un residuo de 73.4
g que se separé mediante una cromatografia en columna abierta sobre gel de silice (1 Kg),
utilizando como mezclas de elucidon CH,Cly y CHxCl,-MeOH. Se recolectaron 121
fracciones de 150 mi. En la Tabla 6 se resumen los sistemas de elucion y las fracciones
resultanies.

Tabla 6.- Recromatografia en columna de la fraccién secundaria 30-130.

Eluyente Proporcion % Fracciones Fracciones Peso del residuo
recolectadas combinadas (g)
CH,Cl, 100 - 1-15 1-15 25.5
CH,Cl;-MeOH
95:5 16-60 16-60 21.2
CH,Cl-MeOH ‘
90:10 61-121 61-83 13.1

84-121 10.5




A partir de la fraccién 61 y hasta la 83 precipitdé un compuesto verde amarillento cuyo rf,
pf, y espectro en el infrarrojo fueron idénticos a los de la linarina. El analisis de la fraccion
84-121 (10.5 g) mediante ccf indicé que estaba formada por cuando menos tres
compuestos, los cuales fueron separados usando cromatografia en columna empacada con
200 g de gel de silice. El proceso de elucidén se realizé con CH,Cl-Acetona (60:40). De
esta columna se obtuvieron 79 fracciones de 50 ml cada una y se reunieron aquellas que
eran iguales desde el punto de vista cromatografico. En la Tabla 7 se resume el sistema de
elucion empleado y las fracciones resultantes.

Tabla 7.- Recromatografia en columna de la fraccion terciaria 84-121.

Eluyente |Proporcion{ Fracciones Fracciones Peso del Compuesto
recolectadas combinadas | residuo {(g) aislado
CH,Ch- 60:40 1-79 29-35 0.0478 Syringina
Acetona
44-51 0.250 O-Metil
Catalpol
55-79 7.52 Verbascosido

De la fraccién 29 a la 35 cristalizo un compuesto (47.8 mg) que se recristalizé de metanol,
y fue identificado como la syringina. Syringina (6): cristales amarillos, pf 194-197 °C. IR
(Espectro 13) Ve (KBr) (cm™): 3337 (OH), 1640 (C=C), 1113 (C-0), 1507 (C-C de anillo
aromético). RMN 'H (Espectro 14) (CD;0D), 8: 6.65 (2H, s, aromdticos), 6.49 (1H, d,
J=15.9 Hz, Ar-CH=CH), 6.28 (1H, dt, /;=15.9 Hz, J=5.1 Hz, Ar-CH=CH), 4.68 (1H, t,

J=5.1 Hz, CHy), 4.18 (1H, t, J=5.1 Hz, CH,), 4.75 (1H, d, /=6.9 Hz, H-1 de glucosa), 4.53
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(2H, d, J=2.7 Hz, CH, de glucosa), 3.3-4.9 (4H, H de azlicares), 3.83 (6H, s, 2 OCH;). EM-

FAB (Espectro 18) m/z: 395 [M+23]%; 373 [M+HT"; 210 [M-162]"; 193 [M-179]".

O- metilcatalpol (7).

De la fraccion 44 a la 51 cristalizé un compuesto blanco (125.8 mg, pf 233-235°C) cuyo rf
fue igual al del O-metil catalpol. Su espectro en el IR (Espectro 19) vyu (KBr) (cm"'):
3375 (OH), 2900 (C-H), 1062 (C-0O), se superpuso al de una muestra auténtica de O-
metilcatalpol con lo que se logré su identificacion.

A partir de la fraccidn 53 y hasta la 79 se obtuvo un compuesto (7.52 g) cuyo patrén
cromatografico en ccf y espectro infrarrojo fue idéntico al de una muestra auténtica de

verbascosido (rendimiento total = 2.5%).
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1IL1.7-METODOLOGIA PARA EL ESTUDIO DE LAS SAPONINAS DE B.
scordioides.

I11.7.1 - AISLAMIENTO.

Se reunieron las fracciones 104-301 de la cromatografia del extracto metandlico generando
85.4 g de residuo. Este se sometid a separacion por cromatografia de columna abierta sobre
gel de silice. Como eluyente se utilizé una mezcla de CH,Cl;-MeOH 80:20, aumentando
gradualmente la polaridad. En la Tabla 8 se resumen los sistemas de elucién empleados y el
nimero de fracciones obtenidas.

Tabla 8.- Recromatografia de la fraccion 104-301.

Eluyente Proporcion (%) |  Fracciones Fracciones Peso del
recolectadas combinadas residuo (g)

CH,Cl-MeOH 80:20 1-67 1-9 8.3

CH,Ch-MeOH 10-22 94
CH,Cl-MeOH 23-39 12.3
CH,Cl-MeOH 75:25 68-109 40-74 18.2
CH,Cl,-MeOH 75-84 12.8
CH2C12~M¢OH 85-98 3.1

CH,;Cl,-MeOH 99-109 3.5

CHCl,-MeOH 70:30 110-146 110-146 14.5

A partir de la fraccién 110 (eluida con mezcla de CHyCl,-MeOH 70:30) y hasta la 146
cristalizé manitol (12 g), estas fracciones se juntaron por tener igual patrén cromatografico
en ccf. El manitol se separd y las aguas madres se fraccionaron mediante cromatografia en

columna (rendimiento total de manitol, 3.28%).
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Las aguas madres de las fracciones 110-146 se combinaron para generar 2.5 g de un residuo
que se fraccioné mediante una cromatografia en columna abierta usando gel de silice como
fase estacionaria y como sistema de elucion isocratica una mezcla de AcOEt-MeOH 9:1; de
esta columna se obtuvieron 183 fracciones de 50 ml cada una, En la Tabla 9 se resume el
sistema de elucidén empleado y las fracciones recolectadas.

Tabla 9.- Recromatografia de la fraccion 110-146.

Eluyente Proporcién (%) |  Fracciones Fracciones Peso del
recolectadas combinadas residuo (mg)

AcOEt-MeOH 9:1 1-183 1-7 30
8-10 150
11-21 320
22-34 210

35-49 311
50-74 382

75-101 334

102-122 205

123-183 295

La ccf de las fracciones indicé que la fraccion 123-183 generaba una sola mancha, por lo
que se analizé espectroscopicamente. El resultado del anélisis de RMN 'H (Espectro 21) y
de espectrometria de masas (Espectro 24) indicé que la fraccion 123-183 era una mezcla de
saponinas (295 mg), que daban una sola mancha en cromatografia en capa fina por ser de

similar polaridad, esta fraccion se analizd mediante espectrometria de masas modalidad
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FAB®. El espectro resultante presenté los siguientes picos en una relacion m/z de: 1095
[M+Na]"; 1111 [M+Na]; 1127 [M+Na]"; 1143 [ M+Na]".

11.1.7.2 -HAIDROLISIS ACIDA DE LA MEZCLA DE SAPONINAS.

100 mg de 1a mezcla de saponinas se trataron con HCI IN (10 mi) y se calentaron durante 3
horas en un bafio de vapor. Transcurrido el tiempo, la mezcla de reaccion se neutralizo con
una solucion concentrada de bicarbonato de sodio, se formé un precipitado. El precipitado
y la solucion se extrajeron con CHCla.

Se separd la fase cloroférmica de la acuosa. Los componentes de la fase acuosa (azicares)
se separaron mediante cromatografia en capa fina de sflica gel (impregnadas con
NaH»PO,), usando como fase mévil una mezcla de 2-propanol: acetona: acido lactico 0.1M
(4:4:2) y como agente cromogénico una mezcla de anilina-difenilamina-acetona-H3PQy; de
esta manera se detectaron ramnosa (rf 0.83), fucosa (if 0.65) y glucosa (1f 0.41) sobre la
base de los datos reportados por Hansen, 1975.

Los componentes de la fase cloroférmica se aislaron usando cromatografia en capa fina
preparativa de gel de silice y como eluyente acetato de etilo. Asi se aislaron 1.1 mg de
saikogenina A (16) [pf = 300-301 °C. UV Ana (en MeOH) 254 nm}; y 2.7 mg de 3,23,28-

trihidroxiolean-11,13 (18) dieno (17) {pf = 280-283 °C. UV A pax (en MeOH) 246 nm].

11L.1.7.3 -ACETILACION DE LA MEZCLA DE SAPONINAS.

Una solucién de 100 mg de la mezcla de saponinas disueltas en piridina (1 ml) y anhidrido
acético (1 mil) se calentd a 60 °C durante 1 h y posteriormente se dej6 a temperatura
ambiente durante toda la noche. El progreso de la reaccion se siguié mediante

cromatografia en capa fina. La reaccion se detuvo agregando agua y enfriando la mezcla de

. TS o
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reaccion a 4 °C. La mezcla de los acetatos de saponina se lavd con agua y se extrajo con

cloroformo, dando 32 mg de la mezcla de saponinas acetiladas.

I11.1.7.4 -AISLAMIENTO DE LOS DERIVADOS ACETILADOS.

La mezcla de acetatos (32 mg) se disolvié en AcOEt y sus componentes fueron separados
mediante HPLC utilizando una columna preparativa (u-Porasil). Los dcetatos fueron
detectados mediante luz UV (250 nm) y separados por sus tiempos de retencion (Rf). La
elucion se llevé a cabo de manera isocratica usando una mezcla de n-hexano—AcOEt 1:1
(flyjo: 0.5 ml/min.). Los compuestos 13 (Rr 40 min., 5%) y 14 (Rt 58 min.,, 23%), se
colectaron durante su primer paso a través de la columna. Cabe hacer notar que aparecié un
pico adicional (R 12 min., 72%), y después de hacer su anilisis espectroscdpico se
concluy6 que se trataba de una mezcla. Dos ciclos se llevaron a cabo para la separacién
completa de los compuestos. El compuesto 14 (peracetato de la Buddlejasaponina 1) (20
mg) es un polvo amorfo [ap® = +27.7. IR vmax (pelicula) em™, 2943 (C-H), 1747 (C=0),
1060 y 1039 (C-0). EM-FAB" (Espectro 38) CgOssH 14 m/z: 1657 [ M+23 T, 1635
[ M+H T, 1079 [ M— Aglicona T*, 555 [ Aglicona J*. RMN 'H (Espectro39) (CDCls) 8
0.78, 0.91, 1.08, 1.03; 0.97, 0.89 (cada sefial 3H, s, 24—27, 29-30), 3.98, 3.18 (cada sefial
un H, sist.AB, d, J= 7.5 Hz, H,-28), 4.26, 4.05 (cada sefial-un H, sist. AB, d, /= 12 Hz,
J=11.5 Hz, Hp-23), 5.16 (1H, dd, J,=10.5 Hz, J,= 3 Hz, H-16), 541 (1H, d, J/= 10.5 H-12),
5.88 (1H, d, J= 10.5 Hz, H-11), 3.49 (1H, traslapado, H-3), 4.26 (1H, d, J= 8 Hz, H-1
fucosa), 4.71 (1H, 4, J= 8 Hz, H-1 glucosa), 4.64 (1H, d, J= 8§ Hz, H-1 glucosa), 4.86 (1H,
d, J=2 Hz, H-1 ramnosa), 1.14 (3H, d, J= 6.5 Hz, CH; fucosa), 1.15 (3H, d, J= 6 Hz, CH;

ramnosa).
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El compuesto 13 (peracetato de 3-O-o-L-ramnopiranosil-(1-»>4)-B-D-glucopiranosil-
(1 3)-[p-D-glucopiranosii-(1—+2)]-B-D-fucopiranosil  3,23,28-trihidroxiolean-11,13(18)-
dieno) (12 mg) es un polvo amorfo [a]p® = ~7.5. IR Vi (pelicula) om™, 2943 (C-H), 1747
(C=0), 1060 y 1039 (C-O). EM-FAB’ (Espectro 44), CggO34H 14 m/z 1641] M+23 1*, 1618
[ M T, 1079 | M—-Aglicona ]", 539 [ Aglicona ' .RMN "H (Espectro 45) (CDCl;) &: 0.794,
0.925, 0.727, 0.962; 0.962, 0.794 (cada sefial 3H, s, H3-24—27, 29-30),4.17, 4.0 (cada
sefial un H, sist. AB, d, J=11 Hz, J= 11.5 Hz, H;-28), 4.24, 4.07 (cada uno un H, sist. AB,
d, J=11.5 Hz, H,-23), 1.19 (1H, s amplio, H-16), 6.40 (1H, dd, J;= 11 Hz, Jo,=3 Hz, H-12),
5.58 (1H, 4, J= 10.5 Hz, H-11), 3.5 (1H, traslapado, H-3), 427 (1H, d, J= 8 Hz, H-1
fucosa), 4.72 (1H, d, J= 8 Hz, H-1 glucosa), 4.66 (1H, d, J= 8 Hz, H-1 glucosa), 4.82 (1H,
d, = 1.5 Hz, H-1 ramnosa), 1.151 (3H, d, J= 6 Hz, CHj; fucosa), 1.156 (3H, d, J=5.5 Hz,

CH; ramnosa).

H1.1.7.5- AISLAMIENTO DE SAPONINAS (SEGUNDO PROCESO).

Puesto que una de las fracciones del proceso discutido en el inciso II1.1.7.4 contenia
probablemente otra u otras saponinas, se decidi6 llevar a cabo una nueva extraccion, para lo
cual, se procedié a recolectar planta durante el mes de septiembre de 1999 en la zona
geogréfica de la primera colecta (Dr. Arroyo, N. L.).

Para la extraccién de B. scordioides se procedid de la siguiente manera (Esquema 3):
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B. scordioides
Hoja (seca y molida)
2000 g

Extracci6n con hexano

Residuo Extracto hexanico
3220¢g
Extraccién con AcOEt
Residuo Extracto de Acetato de Etilo
5562 ¢
Extraccion con MeOH
Residuo Extracto metandlico
Desechar
Lavado con hexano
Soluble Insoluble
22 extracceion MeQOH
Residuo Extracto metandlico
260 g
Extraccion con MeOH
Extraccion con MeOH-H,0 4:1
Extraccion con MeOH-H,0 1:1
Residuo Extracto hidroalcoholic
Desechar (43.1 g) K

R}
EXTRACTO POLAR (303.1 g)

Esquema 3.- Preparacién del extracto polar de B. scordioides para la separacién de
saponinas.
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111.1.7.5.1- FRACCIONAMIENTO DEL EXTRACTO POLAR DE B. scordioides
(SEGUNDO PROCESQ)

El extracto polar de B. scordioides (303.10 g) se fraccioné de manera preliminar en una
columna abierta empacada con 2.5 kg de gel de silice 60 Fas4, usando inicialmente como
fase movil CHaCl-MeOH 9:1, y terminando con CH,Ch-MeOH 6:4. Se recolectaron 258
fracciones de 250 ml. El fraccionamiento fue verificado mediante ccf y permitio la
obtencién de 5 grupos de fracciones primarias. En la Tabla 10 se resumen los sistemas de
elucion empleados y las fracciones resultantes.

Tabla 10.- Fraccionamiento del Extracto Metanélico de B. scordioides {Segundo proceso)

Eluyente Proporcion % Fracciones Fracciones Peso del residuo
recolectadas combinadas (g)
CH,Cl,-MeGCH 9:1 1-234 1-9 5.3
CH,ClL-MeOH 11-30 54.3
CH,Cl-MeOH 31-89 180.5
CHyCl-MeOH 90-218 10.2
CHyCl,-MeOH 6:4 236-258 236-258 43.2

A partir de la fraccion 11 y hasta la 30 cristalizé un compuesto (54.3 g) blanco con punto
de fusion de 158-160 °C que se identificd como manitol. Las fracciones 31-89 reunidas
pesaron 180.5 g y presentaron 4 manchas cuyos valores de rf en ccf coinciden con los del
manitol, la syringina, la linarina y el verbascosido. A partir de la fraccidén 90 y hasta la 218
se obtuvo una mezcla de compuestos (10.2 g). Al analizar estas fracciones mediante ccf se
observd que sus factores de retencion coincidian con los de las saponinas obtenidas en el

primer proceso, ademds de presentar también verbascosido, linarina y manitol.
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Las fracciones 90-218 se reunieron y analizaron por cromatografia en una columna abierta

empacada con 200 g de gel de silice 60 Fas4, y eluida con una mezcla de CHCl;:MeOH,
iniciando con una proporcion de 95-5 y subsecuentemente aumentando la polaridad, se
colectaron 96 fracciones de 100 ml. En la tablé 11 se muestran los sistemas de disolventes y
las fracciones obtenidas durante este proceso de separacion.

Tabla 11.- Recromatografia de la fraccion secundaria 90-218 (segundo proceso)

Eluyente Proporcién % Fracciones Fracciones Peso del residuo

recolectadas combinadas (2)

CHCl3-MeOH 95:5 I-5

CHCl;-MeOH 09:1 6-33 1-25 3.2

CHCI3-MeOH 26-35 2.4

CHCl3-MeOH 8:2 34-96 36-41 1.8

CHCl3-MeOH 42-52 0.960

CHCl;3-MeOH 54-96 0.520

La fracciones 42-52 (0.960 g) presentaron un patrén cromatografico en ccf similar al de la
mezcla de las saponinas obtenidas en el proceso anterior, por lo que se continué trabajando
con la misma. Las fracciones se reunieron y fueron sometidas a cromatografia mediante
filtracion en gel usando sephadex LH-20 (Pharmacia Fine Chemicals) como tamiz
molecular y metanol como eluyente. Las fracciones similares se reunieron de acuerdo a su
patrén cromatografico en ccf. A partir de la fraccién 7 y hasta la 11 se obtuvo una mezcla
de saponinas (210 mg). Esta mezcla se analizd mediante espectrometria de masas

modalidad FAB". El espectro present6 iones pseudomoleculares con una relacion m/z de

t,&
ﬁa
.‘.., 5
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1073 [M+H]"; 1089 [M+H]"y 1111 [M+Na]". De acuerdo con este analisis, las fracciones

7-11 contenian las saponinas.

I11.1.7.5.2-ACETILACION DE LA MEZCLA DE SAPONINAS.

La fracciones 7-11 (200 mg) se reunieron, se¢ disolvieron en piridina (2.5 ml) y en
anhidrido acético (2.5 ml); la mezcla se calenté a 60 °C durante 1 h y la reaccién se dejé
durante toda la noche, el progreso de la misma se siguidé por cromatografia en capa fina. La
reaccion se detuvo agregando agua y enfriando a 4 °C. El producto se lavé con agua y se

extrajo con cloroformo, generando 233.1 mg de la mezcla de saponinas acetiladas.

I11.7.1.5.3- SEPARACION DE LOS DERIVADOS ACETILADOS.

La mezcla de acetatos (100 mg) se disolvié en AcOEt y se separd mediante una
cromatografia en columna abierta empacada con 5 g de gel de silice 60 Fysq. El proceso de
elucion se efectud con n-hexano y mezclas de n-hexano-acetona. En la Tabla 12 se
muestran Jos sistemas de disolventes y las fracciones obtenidas durante este proceso de

separacion.

TESIS CON
FALLA DE GRIGEY
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Tabla 12.- Cromatografia de la mezcla de saponinas acetiladas.

Eluyente Proporcién % Fracciones Fracciones Peso del residuo

recolectadas combinadas {mg)

Hexano 100 1-7

Hexano-Me,CO 90:10 8-15

Hexano-Me,CO 80:20 16-21 1-28 4.2

Hexano-Me,CO 75:25 22-48 29-30 24.5

Hexano-Me,CO 31-33 8.7

Hexano-Me,CO 34 6.7

Hexano-Me,CO 35-37 224

Hexano-Me,CO 38-44 19.1

De las fracciones 29-30 y 34 se aislaron dos compuestos puros cuyas propiedades
fisicoquimicas y espectroscopicas coincidieron completamente con las de los compuestos
14 y 13 (respectivamente) aislados en el proceso anterior.

De las fracciones 38-44 se aislé el compuesto 15 (peracetato de 3-O-a-L-ramnopiranosil-
{1—4)-B-D-glucopiranosil-(1—3)-[B-D-glucopiranosil-(1-+2)}-3-D-fucopiranosil
3,16,23,28-tetrahidroxiolean-11,13(18)-dieno) (19.1mg), cuyas principales caracteristicas
fisicas son: polvo amorfo [ap® = —10.5. IR vmax (pelicula) cm™, 2950 (C-H), 1747 (C=0),
1061 y 1041(C-0). EM-FAB" (Espectro 50), CgOsHpe m/z 1676 [M]Y, 1079
[M—Agliconal*, 539 [Aglicona]’. RMN 'H (Espectro 51) (CDCls) &: 0.794, 0.925, 0.727,
0.962; 0.962, 0.794 (cada sefial 3H, s, H;-24—27, 29-30),4.17, 4.0 (cada seiial un H, sist.
AB, d, J= 11 Hz, J=11.5 Hz, H,-28), 4.24, 4.07 (cada uno un H, sist. AB, d, J=11.5 H»-

23), 1.19 (1H, s amplio, H-16), 6.40 (1H, dd, Ji= 11, Jo= 3 H-12), 5.58 (1H, d, J= 10.5 Hz,
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H-11), 3.5 (1H, traslapado, H-3), 4.27 (1H, d, J=8 Hz, H-1 fucosa), 4.72 (1H, d, J=§ Hz,
H-1 glucosa), 4.66 (1H, d, J= 8 Hz, H-1 glucosa), 4.82 (1H, d, /= 1.5 Hz, H-1 ramnosa),

1.15 (3H, d, J= 6 Hz, CH; fucosa), 1.15 (3H, d, J=5.5 Hz, CH; ramnosa) .
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H1.2 -METODOLOGIA GENERAL PARTE BIOLOGICA

I11.2.1 -EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA DE LOS
EXTRACTOS Y DE LOS COMPUESTOS AISLADOS DE B. perfoliata y B.

scordioides.

I1L.2.1.1 -EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA.

El método que se utilizé6 para evaluar la actividad antibacteriana de los extractos y los
compuestos puros fue el de difusidn en agar 6 de Kirby-Bauer (Barry y Thornsberry, 1987,
Vanden Berghe y Vlietinck, 1991). . El método general se expone en el Apéndice I, cada

bicensayo se realizé por triplicado.

111.2.1.2 -MICROORGANISMOS UTILIZADOS. Vibrio cholerae CDC V12, Vibrio
cholerae INDRE 206 aislada de agua contaminada, Vibrio cholerae aislada de una muestra
clinica (estas cepas corresponden al grupo 01, productor de enterotoxina, serotipo Inaba,
biotipo El Tor), Escherichia coli ATCC 25922, Enterobacter agglomerans ATCC 27155,
Salmonella typhi ATCC 19430, Shigella boydii ATCC 8700, Staphylococcus aureus ATCC

12398.

I11.2.1.3 -EVALUACION CUANTITATIVA. Para determinar la concentracién minima
inhibitoria (CMI) y la concentracién bactericida minima (CBM) se usdé el método de
dilucién en caldo (Jones, 1987, ver Apéndice II), cada bioensayo se realizd por triplicado.
La curva de supervivencia y el efecto sobre el crecimiento de las bacterias expuestas a los

productos naturales aislados se hicieron de acuerdo a los métodos descritos por Kubo,
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1993. Los controles positivos fueron los disoiventes utilizados para solubilizar los

compuestos (ver Apéndice ).

H1.2.2-MODO DE ACCION DE LOS COMPUESTOS ACTIVOS AISLADOS DE
LAS DOS ESPECIES DE BUDDLEJA.

I11.2.2.1 -MICROORGANISMOS Y MEDIOS DE -CULTIVO.

Las bacterias Staphylococcus aureus ATCC 12398 y Vibrio cholerae CDCVI2 se
inocularon en caldo de infusion de ce.rebro y corazon de bovino (Bioxon 112-1) para
mantener los cultivos y en caldo Mueller-Hinton (Bioxon 260-1) para realizar los
experimentos.

111.2.2.2 -REACTIVOS.

Verbascésido obtenido de las especies de Buddleja; [2-*H] acetato de sodio (ICN 2200405);
L~[4,5-3H] Leucina (Amersham TRK 683); [metil->H] timidina (Amersham TRK 758) y |
[5,6-°H] uridina (Amersham TRK 410).

I11.2.2.3-BIOENSAYOS PARA DETERMINAR EL NUMERO DE
SOBREVIVIENTES.

Los bioensayos se llevaron a cabo en caldo Mueller-Hinton que contenia concentraciones
del compuesto activo correspondientes a la concentracién minima inhibitoria (CMI), 0.5 de
CMI y la concentracion bactericida minima (CBM), el control fue tratado con el solvente
de dilucién del compuesto activo (DMSO, 100ul). El inéculo inicial de bacterias
(determinado de acuerdo a medidas turbidimétricas utilizando el patron de 0.5 de
McFarland, ver Apéndice II) contenia aproximadamente 3 x 10’ unidades formadoras de
colonia (UFC). Los experimentos (n=3) se llevaron acabo en condiciones aerdbicas (sin

presion de CO,) y la temperatura de incubacién fue de 37°C (Incubador Thelco Laboratory
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Oven Model 160). Para cuantificar las bacterias supervivientes al desafio (UFC/ml), se
tomaron muestras de 100 pl de cada tubo experimental cada 4 horas y hasta las 24 horas.
Las células viables de cada tubo se determinaron mediante la técnica de dilucion (Anhalt et
al., 1985). La constante de mortalidad (K) y el coeficiente de determinacién se obtuvieron
usando la funcién de mortalidad de Gomperts (Duran, ef al., 1986).

I11.2.2.4 -INCORPORACION DE PRECURSORES RADIACTIVOS.

Para incorporar cada precursor radiactivo en las células se procedio de la signiente manera:
Se prepararon cuitivos bacterianos en 10 ml de caldo de infusién de cerebro y corazén de
bovino (Bioxon 112-1) y se incubaron durante 12 horas a 37°C (Incubador Thelco
Laboratory Oven Model 160). Cuando el crecimiento bacteriano alcanzd la fase
exponencial (0.2 de absorbancia a 600 nm medida en un espectrofotdmetro Spectronic 21
Milton Roy Company) el cultivo se diluyd 10 veces. Se prepararon 5 unidades para el
bicensayo (3 experimentales y 2 controles). A las unidades experimentales se les adiciond
el compuesto bioactivo a concentraciones que correspondieron a 0.5 CMI, CMI y CBM. A
un control se le agregé 100 pl de vehiculo (solvente utilizado para diluir los compuestos) y
el otro control permanecid intacto. Los precursores radiactivos se agregaron a los tubos a
concentraciones de 0.1 pCi/ml. Los tubos se incubaron a 37°C, v se tomaron alicuotas (1.0
- ml) de cada unidad experimental a las 1.0, 1.5 y 2.0 horas. Las muestras se centrifugaron a
3500 rpm durante 15 minutos y el sobrenadante (1.0 ml) se suspendié en liquido de
centelleo (9.0 m!) (Ready Organic TM Beckman).

La radiactividad se determiné usando un contador de centelleo liquido (Beckman
LSO00SE). Las muestras se leyeron durante un minuto. El porcentaje de precursor

incorporado a la bacteria se calculé mediante la proporcidn de cantidad remanente de
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radiactividad (niimero de cuentas por minuto) en cada tiempo. Se realizaron 5 réplicas por

cada precursor marcado. (Mori ef al. 1987).

1I1.2.3-EVALUACION DE LA CAPACIDAD FOTOPROTECTORA EN LA
REGION DEL UV-B DEL O LOS COMPUESTOS ACTIVOS

I11.2.3.1 - PROTECCION USANDO BACTERIAS.

La bacteria Escherichia coli (ATCC 25922) sel dejo crecer en medio Mueller-Hinton
durante 12 horas, posteriormente se diluyé 1:10 en medio de infusion de cerebro y de
bovino (Bioxon-112), cuando el crecifniento poblacional alcanzé una densidad oOptica (a
550 nm) de 0.3 se centrifugd (3500 rpm). Posteriormente, las bacterias se suspendieron en
10 ml de Ringer PBS (pH 7.0) vy se transportaron a cubetas de cuarzo estériles (Pye Unicam
B538751 A, de 1.0 mm de espesor). Cada sustancia (extractos, sustancias fotoprotectoras, y
controles) se disolvié en un disolvente apropiado (2.0 mg/ml), se deposité en cubetas de
cuarzo, y se colocod junto a la cubeta que contenia las bacterias (la cubeta de cuarzo que
contenia las bacterias se adhirié a la otra cubeta de cuarzo con la sustancia, esto formé una
unidad experimental). Finalmente se colocaron las unidades experimentales con la
sustancia a evaluar del lado de la lémpafa y se irradiaron (0.60 Joule/cm? medida con un
radiémetro Spectroline DM-300HA) con una lampara de luz UV-B (312 nm Spectroline
EB-280C) a una distancia de. 15 cm (intensidad de campo de 130 Watt/m®) durante 5
minutos y posteriormente en progresion geométrica. Se tomaron muestras de 100 pl cada
30 segundos de las unidades experimentales sin proteccidn {control negativo) para realizar
el conteo de microorganismos sobrevivientes mediante la téenica de dilucion (Eisenstadt et

al., 1994). Se procedié de igual forma con las unidades experimentales con proteccion,
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ampliando los infervalos de fiempo en progresién geométrica para la toma de muestras. Se
empleé como control positivo etil-hexil-p-metoxicinamato (Escalol, ISP VAN DIK) y
como control negativo el solvente usado para la disolucion de los compuestos. Los
resuitados se expresaron graficando el logaritmo del nimero de sobrevivientes con relacion
al tiempo de irradiacién (curvas de supervivencia). La constante de mortalidad (X) vy el
coeficiente de determinacion se obtuvieron usando la funcién de mortalidad de Gﬁmpeﬁs
(Duran, ef al., 1986), se llevaron a cabo 3 repeticiones por cada experimento. En el
siguiente esquema se describe el modelo experimental,

Modelo para evaluar la fotoproteccion de
los compuestos usando E. coli

Compuesto

|

[ - v
T8 T1 ¥2 T4 TS
.60 JJem®* E.coli UFC Log # sobrevivientes vs

15 cm 1078 bacterias/mi Tiempo de irradiacion

111.2.3.2 -DETERMINACION DEL FACTOR DE PROTECCION SOLAR (FPS) EN
CUYOS,

Preparacion de los animales. Las zonas dorsales de los cuyos (hembras peso promedio de
0.5 kg) se afeitaron con una rasuradora eléctrica (Osteriser) y se depilaron con locién
depiladora (Velvinette-Wella). Posteziormente,‘ se¢ lavaron perfectamente las zonas

depiladas. Después de 16 horas, la piel de la zona dorsal de cada cuyo se cubrié dejando
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ventanas de exposicién que se trataron con 2 mg/em® de la sustancia a evaluar o del
vehiculo (las sustancias se disolvieron en un disolvente adecuado y se mezclaron con el
vehiculo que fue: setting gel marca Stil Net y/o etanol-propilenglicol-agua 2:1:1). Las
ventanas de exposicion se prepararon de la siguiente manera: cada animal (n=5 por
tratamiento) se envolvié en cinta adherible (marca Turk de 7.5 cm) que contenia seis
ventanas de exposicion de 2 em? (3 ventanas a cada lado de la zona de la espina dorsal). La
parte adhesiva que cubria la zona dorsal se revistié con papel aluminio para prevenir el
enrojecimiento de la piel en dicha zona cuando se les desprendia la cinta para hacer la

evaluacion.

Irradiaciéon con luz UV-B. El lapso de tiempo enire el tratamiento tépico y la irradiacion
con luz UV-B fue de aproximadamente 15 min. Los animales se colocaron en sujetadores y
se dispusieron a 15 cm de separacion de la zona dorsal con respecto a la ldmpara de luz
UV-B (312 nm, Spectroline EB-280C). La energia de irradiaciéon a esta distancia es de
aproximadamente 0.60 Joule/cm’ (intensidad de campo de 130 watt/m?) calculada con un
radiometro {Spectroline DM-300HA). Los animales se irradiaron con luz UV-B a diferentes
lapsos de tiempo (20, 40, 80, 160, 320, 640 minutos). Concluido .cada tiempo se cerraba la
ventana de exposicion correspondiente. Si existia evidencia de la aparicion de eritema antes
de cerrar la Gltima ventana se concluia el experiment;). El eritema se midi6 (de acuerdo a
una escala de 0 a 3) 24 horas después del experimento, usando como referencia la piel
adyacente no expuesta de cada animal (valor 0). El valor de 1 DEM (Dosis Eritematogénica
Minima) correspondi6 al tiempo de irradiacién que provocd enrojecimiento detectable en el

area expuesta. El FPS se calculd de acuerdo con la siguiente ecuacion:
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FPS= Dosis de UV gue provoca 1 DME con producto
Dosis de UV que provoca 1 DME sin producto

La dosis fue el tiempo de exposicion a la radiacién expresada en minutos. De igual forma
se trataron los individuos que llevaron el vehiculo y los no tratados (controles). Se ha
observado que los experimentos en cuyos proveen una buena aproximacién de los FPS
calculados en humanos (Bissett, ef al., 1987).

La significancia estadistica entre los tratamientos, y dentro de cada tratamiento se

determiné mediante las pruebas no-paramétricas de Friedman y de Wilcoxon,

respectivamente. En el siguiente esquema se describe el modelo.

Lampara de luz UV-B
31 2 nm.

Energia= 0.6 Joule/cm?2
{distancia de 15 em)

Ventana de exposicion
“Zem?2
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II1.2.33- EVALUACION DE LA FOTOPROTECCION; ESTUDIO
HISTOPATOLOGICO

Para llevar a cabo el estudio histopatologico se realizaron experimentos similares a los de
determinacién del FPS, solo que en este caso se irradié la zona dorsal de los cuyos con
dosis preestablecidas de luz UV-B de acuerdo con los resultados obtenidos en la
determinacién del FPS para cada sustancia. A cada animal se le prepararon ventanas de
exposicién en las que se administrd la sustancia fotoprotectora (2 mg/em®), junto a cada
ventana se preparé otra como control negativo (sin proteccién) y se irradié de igual manera
que en el experimento anterior. Veinticuatro horas después, se tomaron biopsias de las
zonas irradiadas (con y sin proteccién) de aproximadamente 25 mm’ y los cortes se
preservaron en formaldehido al 10% (en solucién salina fisioldgica), posteriormente, los
tejidos se prepararon para su observacién microscéopica de acuerdo a la técnica histologica
estdndar de Eosina v Hematoxilina (Elenitsas, et al., 1997). La secuencia de pasos para
llevar acabo la técnica histologica se muestra en el Apéndice IV.

Una vez que se tuvieron las muestras de los tejidos fijadas y montadas, se realizd la
evaluacion histopatolégica en el microscopio optico (Olympus CH-2 System OM, con
camara fotografica Olympus SC35 type 12), ademas, se tomaron microfotografias a 400X,
El estudio histopatolégico consistié en la evaluacion de la lesion (grado, extension y curso),
la queratinizacion (orto o para), la proliferacion epitelial, formacién de edema y ulceras, y
necrosis todas estas correspondientes al diagnostico de dafio en la epidermis. Asimismo, se
evalué la dermis de acuerdo a la infiltracion de células mononucleares vy
polimorfonucleares, hemorragia y congestién (edema perivenular). El diagndstico se basd

en lo reportado para quemadura por irradiacién de luz UV-B de tipo agudo, comparando el
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tejido de la piel de cuyo sin protecciéon con relacidén a los tejidos protegidos con las

sustancias fotoprotectoras (Lowe and Friedlander, 1997; Norris, et al., 1997).
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION
IV.1 AISLAMIENTO DE L.OS METABOLITOS SECUNDARIOS DE B. perfoliata.
IV.1.1 ANALISIS DEL ACEITE ESENCIAL.
B. perfoliata es una planta cuyo alto contenido de aceite esencial le confiere un olor
agradable especialmente cuando estd fresca. Es bien sabido que los componentes de los
aceites esenciales no solo poseen olor agradable sino que con frecuencia tienen propiedades
bioldgicas interesantes, por lo que se decidio aislarlo de la planta fresca (Brul, 1999).
El anélisis por cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (CG/EM) mostré
que el aceite esencial que se obtuvo con un rendimiento de 0.37% estaba constituido casi
exclusivamente por a-pineno (96%) p eb= 134-157 °C, PM= 136.24 (Figura 5). Su
identificacion se logr6 por medio de su espectro de masas, el cual mostré un i6n molecular
de 136, y un patrén de fragmentacion que coincidié con el que tiene la biblioteca del equipo

para el a-pineno (Biblioteca Public/NIST) (Espectro 1).

{FIC ) .

Data_ : Rano-ADOS
Sample: B-perf
Note : -~
Inlet : GO Iy Mode @ El+
Ion Species : Noymal Ion TIC kange : Wz 33 to €00
“1352800
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1{4
a- T "‘"’“. o - petmien T Sy + T
E] < + 6 2 12 11 16 18 e 22 24
Tapes fmanm, ¥
No. RT[mdin} Area Aresk Height dedightd wWidchlsecl INTEG
1 2.89 629 .83 1.90 205,13 4.80 <.88 BR
2 3.46 318Y8.58 95.98 3873.94 90.59 TLF3 BB
3 3,70 704 .61 2,12 197.51 ].62 3.35 8B

Figura 5.- Cromatograma de los aceites esenciales de B. perfoliata.
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El espectro de resonancia magnética nuclear del aceite mostré las sefiales tipicas del o-

pineno (Tabla 13) quedando asi plenamente identificado (Espectro 2).

Tabla 13.-Desplazamientos quimicos en RMN 'H del Aceite Esencial de B. perfoliata.

Asignacién | Desplazamiento en | Multiplicidad
ppm
H-2 5.12 d,d (6.5, 1.2)
H-3 2.06-2.08 m
H-4 1.9 m
H-5 1.16,2.34 m,m
H-6 2.19 n
H-7 1.65 d(1.8)
H-9 1.26 $
H-10 0.84 $

Los datos presentados en la tabla 13 coinciden con los reportados por la literatura (Sadtler
Hand Book of Proton Nuclear Magnetic Spectrometry, 1978. Sadtler Heyden, Philadelphia,

USA) para el a-pineno.

o~-pineno (1)

La presencia de a-pineno en la planta podria explicar la actividad antimicrobiana de la

infusién que prepara la gente para el tratamiento de infecciones gastrointestinales, puesto

que es conocido que el «-pineno es un compuesto germicida que tiene actividad
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antimicrobiana al provocar “lisis” bacteriana mediante la dilucién de los fosfolipidos de la

membrana de los microorganismos. (Harvey, 1982 y Helander et al. 1998).

1V.1.2 SEPARACION Y ANALISIS DE LOS EXTRACTOS DE B. perfoliata.

El extracto de acetato de etilo sometido a cromatografia en columna rindié en sus
fracciones 58-155 (que fueron eluidas con CH,Ch-MeOH 9:1) un compuesto blanco
amarillento pf 261°C. El espectro en el IR (Espectro 4) muestra una banda ancha a 3364
cm (numerosos grupos hidroxilo); a 1659 cm™ se observa una banda para carbonilo; a
1564 cm™’ se aprecia una banda de anillos arométicos y a 806 cm™ una banda que indica la
presencia de un compuesto aromaético para sustituido.

Su espectro de RMN'H (Espectro 3) mostrd sefiales correspondientes a un sistema AB
aromético a & 7.19 (d, J= 8.86 Hz) y a & 8.1 (d, J= 8.86 Hz); un proton de hidroxilo
fenolico que por su desplazamiento a campo bajo (8 12.96) indica que forma un quelato con
un grupo carbonilo; un protén vinilico en & 6.99 (s); dos protones aromaticos, uno a 8 6.84
{d, J= 2.06 Hz) y otro a 8 6.50 (d, J= 2.06 Hz); una sefial doble asignada al metilo de la
ramnosa a 8 1.1 (d, J= 6.2 Hz); una sefial equivalente a dos protones en 6 2.55 (d, J= 3.48
Hz) que se asigna al metileno C-6 de glucosa; por Gltimo, entre & 3.21 y 4.6 se observan
sefiales superpuestas que indican la.presencia de hidroxilos de azlcares.

Las sefiales anteriores corresponden a las de la linarina por lo que su espectro se compard
con el de una muestra auténtica obtenida de B. cordata, con la que coincidié totalmente,
quedando asf identificada,

Para lograr una confirmacion definitiva se prepar6 su acetato cuyo espectro en el infrarrojo

fue idéntico al de una muestra auténtica.
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RO
RO

Linarina R=H (2)

Acetato de Linarina R=0Ac (2a)
El extracto butanélico se analizé mediante una cromatografia en columna empacada con gel
de silice, eluyendo con mezclas de CH>Cl,-MeOH; de la fraccion 30 a la 49 se obtuvo
linarina (rendimiento total, 0.22%). La identidad de ésta se determind por medio de sus
constantes fisicas y datos espectroscépicos que se compararon con los de una muestra
aislada del extracto de acetato de etilo. Para realizar una identificacion adicional se prepard
su acetato cuyo espectro de IR resulté idéntico al de una muestra auténtica.
De las fracciones 50-103 obtenidas de la cromatografia del extracto butandlico se aisld un
compuesto cuyo espectro de RMN'H (Espectro 5) corresponde al del verbascosido. En
dicho espectro destacan varias sefiales caracteristicas como el doblete asignado al metilo
secundario de la ramnosa a & 1.08 (3H, d, J= 6.1 Hz); una sefial equivalente para 2 protones
en & 2.78 (2H, t, J= 7.32, Hz) que se asigna al Ar-CH,-CH»-O del feniletano; entre 3.5 y
4.25 se observan sefiales superpuestas indicando la presencia de protones de azicares. La
sefial del proton anomérico de glucosa se observa a & 436 (1H, d, J= 794 Hz) yel de la

ramnosa a & 5.17 (1H, 4, J= 1.1 Hz). A campo bajo se observan las sefiales de un sistema

AB vinilico tipico de cinamato a 6 6.26 (1H, d, /= 15.8 Hz) ya 6 7.58 (1H, d, /= 15.8 Hz);
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por otra parte, se distinguen las sefiales de un grupo cafeilo: una sefial centrada a & 7.04
(1H, d, /= 1.81 Hz); un doble de doble centrado a & 6.94 (1H, d, d, J/= 8.1 Hz, J= 1.96
Hz); ademas de una sefial cuyo centro se encuentra a § 6.76 (1H, d, J= 8.1 Hz). En la
misma zona del espectro se aprecian las sefiales aromaticas de un residuo de feniletanol:
una sefial cuyvo centro se localiza a & 6.68 (1H, d, /= 2.0 Hz); una sefial centrada a & 6.66
(1H, d, /= 8.1 Hz); y un doble de doble cuyo centro se localiza en & 6.55 (1H, d, d, J;= 8.1
Hz, J7= 2.04 Hz).

La identidad definitiva de este compuesto se logré cuando su espectro de IR (Espectro 6)
coincidié banda por banda con el de una muestra auténtica del verbascdsido registrado en

paralelo.

OH QH

Verbascosido (3)

IV.1.2. BUSQUEDA DE SAPONINAS EN B. perfoliata. AISLAMIENTO DEL ESTER METILICO
DEL ACIDO FERULICO.

Se prepar6 el extracto metanodlico de las partes aéreas de la planta y posteriormente se
procedio a realizar una hidrélisis 4cida en busca de agliconas triterpénicas, sin embargo, no
hubo evidencia de la existencia de estos compuestos en dicho extracto. Durante la biisqueda

de las agliconas, se aislé la sustancia 4 mediante cromatografia en columna. Su espectro
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infrarrojo (Espectro 7) presentd absorciones asociadas con la presencia de grupo carbonilo
de éster (1707 cm™), de grupo hidroxilo fenélico (3536 y 1267 cm™), de doble ligadura
(1637 em™), y de unién C=C de anillo aromatico (1513 cm™). El espectro de masas de 4
obtenido mediante la técnica de impacto electronico (Espectro 8) presenté un ion molecular
con una relacién de masa carga (m/z) de 208 uma. Este ion molecular corresponde a la
férmula condensada Cq1H20a.

Los espectros de RMN de 'H y B¢ (Espectros 9 y 10) de la sustancia 4 presentaron las
siguientes sefiales diagnosticas:

a) Un doblete a § 7.62 (1H, J= 15.9 Hz) acoplado con otro a & 6.29 ppm (1H, J= 15.9 Hz)
asignables a los hidrégenos de un sistema vinilico del éster fertlico. En el espectro de RMN
3¢, las seffales para los carbonos vinilicos se observan a & 1449 y a & 115.13
respectivamente.

b) Un doblete debido a un protoén aromético a 8 6.91 (1H, J= 8.1 Hz) acoplado con otro
proton aromético cuya sefial es un doble de doble y aparece a & 7.07 (1H, J;= 8.1 Hz; J~=
1.8 Hz); este Gitimo proton se encuentra a su vez acoplado con otro proton aromaético que se
distingue como doblete a § 7.02 (1H, J= 1.8 Hz). En el espectro de RMN "C las sefiales de
los carbonos aromdticos unidos a los protones anteriormente descritos se observan a 8
114.7, 8 123.0 y & 109.4, respectivamente. Las asignaciones anteriores estdn de acuerdo
con las correlaciones heteronucleares que se observan en un experimento HETCOR
(Espectro 11). En dicho espectro se observan las conectividades siguientes: la sefial del
carbono a 8 123.0 con la sefial del protén que se distingue a 8 7.07; la sefial del carbono a 8
114.7 con la sefial del proton a & 6.91 y la sefial del carbono a & 109.3 con la sefial del

proton que se visualiza a & 7.02.
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¢) En el espectro de RMNC se observan las sefiales de tres carbonos arométicos
sustituidos; una de ellas se distingue a & 146.8 y por su desplazamiento quimico este
carbono esta unido a un grupo OH, otro se presenta a & 126.9 y de acuerdo a su
desplazamiento representa un carbono ipse a un sistema vinilico. Por tltimo, se observa
una sefial a & 147.9 que corresponde a un carbono ipso a un grupo metoxilo.

d) Los protones de los metoxilos se aprecian a & 3.92 y 8 3.79, ambos singuletes. El
singulete mas desplazado a campo bajo corresponde a los protones del metoxilo de la
funcioén éster, y el menos desplazado a los protones del metoxile unido al anillo aromatico.
En el espectro de RMNC los carbonos metoxilicos se observan a 8 559y & 51.6. El
primero corresponde al metoxilo del éster y el segundo al metoxilo ligado al anillo
aromético. El carbono correspondiente al carbonilo del éster se apreciaa & 167.7.

De acuerdo con el andlisis de los espectros de IR, RMN y de masas del compuesto 4,
ademas de la comparacién con los datos espectroscopicos reportados en la literatura
(Sadtler, 1978), la estructura propuesta para la sustancia aislada del hidrolizado del extracto
metanolico corresponde a la del éster metilico del acido ferdlico. Es probable que este

compuesto se haya formado por metanélisis a partir del verbascosido como producto de la

hidrélisis dcida.

- ]

H CH=—CH—C—0CH;

Ester metilico del 4cido fertilico (4)
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IV.2 AISLAMIENTO DE LOS METABOLITOS SECUNDARIOS DE B. scordioides.
Se procedid a la preparacion de los extractos de acuerdo al esquema que se presenta en el

punto I11.1.4.2. de la metodologia. Los rendimientos de cada extracto fueron los siguientes:

EXTRACTO PESO (g) RENDIMIENTO (%)
Hexéanico 40.43 1.81
Cloroférmico 9.50 0.43
Metandlico 260.10 11.68

IV.2.1 SEPARACION Y ANALISIS DEL EXTRACTO METANOLICO.

El extracto metandlico se analizé mediante cromatografia en columna usando como fase
estacionaria gel de silice y como fase moévil acetato de etilo, aumentando la polaridad con
metanol. A partir de la fraccion 24 y hasta la fraccion 159 (eluidas con mezclas AcOEt-
MeOH 97.5-2.5 y AcOEt-MeOH 95-5) se obtuvo un compuesto cuyo rf (evaluado en varios
sistemas.de disolvente) coincide con el del verbascosido. Su espectro en el infrarrojo fue
idéntico al de una muestra auténtica, lograndose asi su identificacion definitiva.

De la fracciones 193 a la 303 se obtuvo un sélido (0.56%). El compuesto recristalizado de
metanol presentd un pf de 166-168°C. El rf de este compuesto (evaluado en varios sistemas
de disolventes) coincidié con el del manitol (5), ademas, su espectro infrarrojo (Espectro
12} coincidié con el de dicho compuesto (corrido en paralelo); esto es, presentd una banda
ancha a 3270 cm™ correspondiente a grupos hidroxilo, y a 2935 cm™ y 1458 em™ sefiales

que corresponden a grupos CH.
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—OH
—0OH
0]
o]
—OH
Manitol (5)

Posteriormente, se procedid a separar los componentes de las fracciones 30-103 (Tabla 6)
que pesd 73.4 g. En este caso, la separacion se llevd a cabo mediante cromatografia en
columna usando como fase estacionaria gel de silice y como fase movil una mezcla de
acetona-diclorometano (40:30). De la fraccion 29 a la 35 de esta cromatografia cristalizo el
compuesto 6 (47.8 mg, 0.0026 %), posteriormente se recristalizé de acetona y present6é un
pf de 194-195°C, el espectro en el IR de este compuesto (Espectro 13) mostr6é bandas a:
3377 (OH); 1640 (C=C); 1113 (C-0), y 1507 cm™ (C=C de anillos aromaticos). El espectro
de RMN 'H (Espectro 14) presentd una sefial a 6 6.65 (s) que corresponde a dos protones
aromdéticos equivalentes, un sistema vinilico 2 8 6.49 (1H,d, /=159 Hz) y 2 6 6.28 (1H, d,
t, ;= 15.9 Hz, J,=5.1 Hz), esta Gltima sefial presenta a su vez un acoplamiento con una
sefial a & 4.18 (t, J=5.1 Hz) que representa uﬁ proton de un sistema metileno no
equivalente. Ademas, se observa una sefial a & 4.68 (t, J=5.1 Hz) que se asigna a un protén
en posicidén gem con respecto al proton anterior. A 8 3.83 (s) se observa una sefial intensa
que integra para 6 protones correspondientes a dos metoxilos. Por otra parte, se observan
las sefiales de los protones correspondientes a hidroxilos de azlcar y a sus metinos gem
entre § 3.3 y § 4.9. El protén anomérico se distingue a 8 4.75 (d, /= 6.9 Hz); y en & 4.53 (d,
J=2.7 Hz) aparece una sefial que integra para dos protones que por su desplazamiento

quimico se atribuye a los protones de Cg de una molécula de glucosa.
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6.28 4.18

CH—CH—CH;—0H
649 4.68

Siringina (6)

Se realiz6 un experimento de correlacion homonuclear en 2 dimensiones H'-H' COSY
(Espectro 15) para distinguir la conectividad secuencial de los protones. En dicho espectro
se observa que la resonancia de un protoén vinilico a & 6.49 muestra conectividad con la
sefial de otro proton vinilico a & 6.28. La sefial del proton vinilico a § 6.28 interactiia a su
vez con un sistema AB a 6 4.18 y 3 4.68. En el espectro también se observa la conectividad
entre estos 2 protones. La sefial del protén anomérico (8 4.75) muestra acoplamiento con la
del H-2 del azGcar que se distingue en & 3.3. Por ultimo, también se advierte la
conectividad entre la sefial de los protones del metileno del azicar (6 4.53) con la sefial del
proton H-5 que se observa a § 4.21.

El espectro de RMN C mostré 14 sefiales, 3 de ellas correspondientes a dos atomos por lo
que la molécula debe contener 17 atomos de carbono (Espectro 16). La seﬁél a6 152.73
corresponde a dos carbonos aromaticos simétricos unidos a grupos metoxilo. Una sefial a
0 134.48 correépondiente a un carbono aromatico unido a oxigeno (de C-1 de glucosa) y en
posicidn orfo con respecto a ambos carbonos que sostienen los metoxilos. Una sefial a &
133.31 que representa el carbono ipso a un sistema vinilico. A 6 104.34 se encuentra una
sefial de dos carbonos arométicos equivalentes unidos a hidrégenos. En 6 130.12 se observa

una sefial que representa un carbono vinilico y que debido a su desplazamiento quimico se
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encuentra unido al anitlo aromatico. A & 128.68 se observa la sefial de otro carbono vinilico

y a & 104.00 la del carbono anomérico de la glucosa. El C-2 del azficar se observa a &

74.27; el C-3 del azticar a 6 76.80; el C-4 a5 70.32; el C-5a8 7647, yel C-6 a 5 61.59. El

metileno del alcohol sinapilico aparece a & 61.84 y por Gltimo, los metoxilos unidos al

anillo aromatico se observan en una sola sefial a 8 56.29 indicando que son equivalentes

(Tabla 14).

Tabla 14.-Desplazamientos Quimicos en RMN ’C del Compuesto 6

Azhcar Anillo Aremaitico

Carbono (posicion) Desplazamiento Carbono (posicion) Desplazamiento

(ppm) (ppm)

1 104.0 1 133.3

2 74.3 2,6 104.3

3 76.8 35 1524

4 70.3 4 134.5

5 76.4 7 130.1

6 61.6 8 128.7

9 61.8

OMe 56.3
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El analisis del espectro DEPT (Espectro 17) determingé la presencia de 2 metinos vinilicos a
& 130.1 y 128.7. A 8 104.0 se observa una sefial que se asigné al carbén anomérico de una
molécula de glucosa y a 8 104.3 a dos metinos equivalentes del anillo aromético. A & 76.8,
S 74.3, 8 76.5, & 70.3, se observan sefiales correspondientes a los metinos 3,2, 5y 4 de la
glucosa respectivamente, asignados por comparacion con los descritos en la literatura
(Niwa, et al., 1988 y Della Greca, ef al., 1998). En & 61.8 y & 61.6 se distinguen dos
sefiales que corresponden a metilenos unidos a oxigeno, el primero se atribuye al metileno
alilico y el segundo al -CH,-OH de la glucosa. La sefial a 8 56.3 representa a dos metoxilos
unidos a un anillo aromatico que por ser simétricos coinciden en una sola sefial.

El compuesto fue sometido a un experimento de EM-FAB™ (Espectro 18); y en el espectro
se observa el i6n pseudomolecular a m/z 395 [M+23], aunque el ion molecular es
claramente visible a m/z 372, lo que est4 de acuerdo con la estructura propuesta, La ruptura
del enlace glucosidico origina un i6n a m/z 210 (M-163) que corresponde al alcohol
sinapflico, asimismo, la eliminacién de glucosa rinde un fragmento de m/z 193 (M-179).

El patrén de fragmentacion antes descrito queda representado en el esquema (1),
confirmando la estructura 6, que por comparacion con los descritos en la literatura (Niwa,
et al., 1988 y Della Greca, et al. 1998) corresponden a los de la siringina, y en este trabajo

se describe por primera vez en una especie de Buddleja.
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Figura 6.- Patrdn de Fragmentacion de la siringina (6).

De las fracciones 44-51 de la misma columna se obtuvo un s6lido (125.8 mg) que al ser
cristalizado de metanol presenté un pf de 249-251°C, cuyo rf coincidid con el del O-metil
catalpol (desarrollado en varios sistemas de disolventes). Su identificacion definitiva se
logrd cuando se registré su espectro de IR en paralelo con una muestra auténtica resultando

ambos espectros idénticos (Espectro 19).
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1V.2.2 ESTUDIO DE LAS SAPONINAS DE B. scordioides.

De las fracciones mds polares se obtuvo una mezcla que debido a la poca diferencia en sus
rf dan una sola mancha en cromatografia de capa fina, por lo que se creyd que se trataba de
una sustancia pura. El espectro en el IR de la mezcla {Espectro 20) mostro bandas a: 3342
cm” (OH); 2926 em’™ (C-H); y 1095 em” (C-0), ademas, la mezcla absorbi6 en el UV (A
max a 245 nm). El analisis de RMN'H (en piridina) de la mezcla (Espectro 21) indic6 la
presencia de cuatro protones vinilicos a 8 6.59 (d, J= 10.2), 5.60 (d, J= 10.8), 5.9 (d, J=
9.9y y 540 (d, J= 9.8) que corresponden los dos primeros a un dieno conjugado y los
segundos a una doble ligadura aislada. Entre 8 4.6 y & 5.2 se observan las sefiales
correspondientes a los protones de azicares, de los cuales, el doblete centrado a & 6.1 se
atribuye al proton anomérico de ramnosa. A 8 5.56 (d, J= 8) y 5.73 (d, J= 8) se distinguen
sefiales que tentativamente se asignan a los protones anoméricos de la glucosa y fucosa,
respectivamente. A 8 1.70 (d) y 1.40 (d) aparecen dos dobletes que integran para 3 protones
y que por su desplazamiento quimico se atribuyen a los metilos de ramnosa y fucosa
respectivamente (Kubota, ef al., 1966), Cabe hacer notar que una sefial de metoxilo a § 3.2
aunque poco intensa es claramente visible.

El espectro de RMN C (Espectro 22) en piridina mostré 4 sefiales para carbonos
anoméricos de azucares a & 102.7, 103.9, 104.9, 105.7; la de & 102.7 se atribuy6 al carbon
anomérico de ramnosa, la presencia de este aziicar se encuentra reforzada por la sefial a &
18.5 que se atribuye a su metilo C-6 (Ding, et al., 1986). La sefial a & 105.7 se atribuye al
C-1 de una fucosa cuyc metilo C-6 se observa a 8 17, las sefiales a 8 103.9 y 104.9
corresponden a los carbonos anoméricos de dos glucosas. En la region de campo bajo se

observan las sefiales a 6 127.8, 127.4, 137.5 y 135 que se atribuyen a los carbonos C-11,
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C-12, C-13 y C~18 de un dieno triterpénico. La posible presencia de un metoxilo indicada
por la sefial a & 3.2 en "H RMN se encuentra reforzada por una sefial en °C RMN a § 52.2,
El espectro de 13C RMN DEPT (Espectro 23) mostré cuatro grupos —CH; —O— de gran
intensidad a & 62.78, 63.87, 64.6 y 65.5, que tentativamente se asignan a los carbonos C-6
de dos glucosas y a los carbonos C~28 y C-23 de un triterpeno dihidroxilado en esas
posiciones, se puede observar en & 73.2 la sefial de un metileno cuyo desplazamiento
quimico es congruente con el de un puente de oxigeno 28-13. De acuerdo con estos datos y
por comparaciéon de los desplazamientos quimicos con los reportados en la literatura
(Kubota, er al., 1966; Ding, ef al., 1986) se concluyé que la mezcla estaba compuesta de
saponinas triterpénicas derivadas del oleanano. Para comprobar esta hipétesis se realizo una
hidrolisis a la supuesta mezcla de saponinas para detectar las agliconas y los azicares
presentes en dicha mezcla (apartado IV.2.2.1).

El espectro de masas (EM-FAB®, Espectro 24) de la mezcla indicé que se trataba de al
menos cuatro diferentes saponinas que mostraron sus [M+23] a m/z 1095, 1111, 1127 y

1143. El pico de 1095 es probable que corresponda a saponinas con estructuras 8 0 9.

4
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Varios autores (Ding, ef al., 1986; Ding, ef al., 1991; y Yamamoto, ef al., 1991) sugieren
que los dienos 11, 12, 13(18) como 8 son artefactos derivados de la apertura del éter
presente en sustancias con estructuras tipo 9, sin embargo, es importante mencionar que
dienos como el del compuesto 8 se encuentran presentes en la mezcla de saponinas antes de
acetilar como lo sugieren las sefiales en °C NMR a 8 64.6 y 65.5 que son caracteristicos
para C-23 y C-28 de este tipo de dienos y que son los mds intensos en el espectro de la
mezcla, esto ademas de las sefiales de protones a 6 6.6 y 5.6, tipicas para este tipo de
dienos. Si bien es verdad que en la extraccion y purificacion se empleé CHCl; cuya acidez
pudo haber provocado la apertura del éter ciclico, hay que sefialar el predominio del dieno
sobre otro tipo de triterpenos. Ishi y colaboradores (1980) hacen amplio uso del CHCl; en
la separacion y, sin embargo, s6lo obtienen una sustancia diénica de entre 13 que aislaron,
por lo tanto es muy probable que la planta contenga dienos de forma natural,

En esta fase del trabajo; era hipotética la presencia de los azicares ramnosa, glucosa y
fucosa y el tipo de enlace azticar-aziicar; sin embargo, los pesos moleculares obtenidos por
espectrometria de masas indicaba que era posible tener estructuras como las descritas
anteriormente. Una tercera posibilidad para explicar el pico de 1095 es mediante la pérdida

de metanol del compuesto 10 que es responsable del pico 2 m/z 1127.

= Ram Gle Fuc
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El pico a m/z 1143 se explicaria por la presencia del compuesto 11, este ultimo al perder

metanol daria un pico a m/z 1111. Este pico también puede deberse a los derivados de 80 9

conun OH en C-16.

""""

CH;0,
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IV.2.2.1 HIDROLISIS.

La mezcla de saponinas libres se someti6 a hidrélisis 4cida, separdndose la fase organica
soluble en cloroformo, de la fase acuosa que contenia los azlcares, estos se separaron por
cromatografia y se identificaron como fucosa, glucosa y ramnosa por comparacion de sus tf
con los reportados con aquellos de muestras auténticas.

La fase orgénica mostr6 la presencia de dos sustancias que absorben luz UV en la region de
254 nm, estas se separaron mediante cromatografia en capa fina preparativa. Los espectros
de RMN'H de ambas sustancias fueron similares a excepcion de la sefial que presenté una
de ellas a 6 3.93 (dd, 12.5 y 4 Hz) y que corresponde al protén del C-16 unido a un grupo
hidroxilo. El andlisis del espectro de RMN'H de una de las sustancias (16) mostrd las
sefiales caracteristicas del esqueleto del oleanano; a & 5.59 (dd, J;= 10.5 Hz, J;= 2 Hz) se

observa la seiial del hidrégeno vinilico de C-11; a 6 6.5 (dd, J= 10.5 Hz, J>,= 3 Hz) se

distingue la sefial del proton vinilico de C-12; a 8 3.66 la sefial doble dg.doble (/= 10 Hz,
TS OO T
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Jy= 6.5 Hz) de H-3; y entre 0.73 y 1.01 se observan siete sefiales singulete que
corresponden a los siete metilos del esqueleto del oleanano. Las sustancias fueron
caracterizadas como 3,16,23,28-tetrahidroxiolean-11,13(18)-dieno o Saikogenina A (16); y
como 3, 23, 28-trihidroxiolean-11,13(18)-dieno (17) mediante estudios espectroscopicos de
RMN 'H, BC, COSY, HMQC y HMBC (Espectros 28, 29, 30, 31, 32,y 33, 34, 35, 36, 37
respectivamente). La aglicona 16 fue la mas polar y tuvo un pf de 300-301 °C, la menos
polar corresponde a la sustancia 17 que presentd un pf de 280-283 °C. Los desplazamientos
quimicos (en CDCl3) de los treinta carbonos de las dos agliconas se observan en la tabla 15;

y en la tabla 16 los desplazamientos quimicos de los protones.

16 R=OH saikogenina A

17 R=H 3,23, 28-trihidroxiolean-11, 13(18)-dieno
Las constantes fisicas y la estructura de 16 correspondeﬁ al 3,16,23,28-tetrahidroxiolean-

11,13(18)-dieno (Saikogenina A) descrita por Yamamoto et al. (1991) y las de la sustancia

17 al 3,23,28-trihidroxiolean-11,13(18)-dieno descrita por Ding et al.(1991).
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Tabla 15.- Desplazamientos Quimicos
en RMN C de las agliconas 16 y 17

CARBON COMPUESTO
16 17
C-1 38.0 37.7
C-2 26.8 26.7
C-3 76.2 76.4
C-4 41.8 41.8
C-5 49.3 49.4
C-6 18.4 18.4
C-7 322 32.6
C-8 40,0 39.9
C-9 53,9 54.2
C-10 36.8 35.0
C-11 125.3 125.3
C-12 126.2 126.2
C-13 136.3 136.0
C-14 44.6 42.0
C-15 29,0 30.3
C-16 14.4 24.7
C-17 42.9 38.1
C-18 136.8 132.9
C-19 37.7 38.1
C-20 34.0 33.0
C-21 34.5 32.7
C-22 222 22.7
C-23 71.3 71.6
C-24 11.0 10.0
Cc25 16.6 16.5
C-26 18.3 18.3
C-27 21.8 20.4
C-28 63.5 65.3
C-29 32.1 323
C-30 24.6 24,5

Los desplazamientos quimicos se expresan en ppm. Las asignaciones estin de acuerdo con los
resultados de los experimentos DEPT, HETCOR, HMQC y HMBC.
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Tabla 16.- Datos espectrales de "H RMN de las Agliconas 16 y 17

Posicion 16 17

3 3.66 (dd, 10, 6.5) 3.68 (dd, 10, 6)

11 5.59 (dd, 10.5, 2) 5.58 (dd, 10.5,2)

12 6.37 (dd, 10.5, 3) 6.43 (dd, 10.5, 3)

16 3.93 (dd, 12.5, 4) 1.44 (a)

21 1.87 (a) 1.71 (a)

23 3.74 (4, 10.5) 3.74 (4, 10)
3.44 (d, 10.5) 3.44 (d, 10)

24 0.87 (s) 0.88 (s)

25 0.73 (s) 0.72 (s)

26 0.93 (s) 0.94 (s)

27 1.01 (s) 0.97 (s)

28 3.78(d,7) 3.57 (d, 10.5)
4.11 (d, 6.5) 3.61(d, 11)

29 0.97 (s) 0.96 (s)

30 0.78 (s) 0.79 (s)

Los desplazamientos quimicos estén expresados en ppm, referidos al TMS, y las constantes de
acoplamiento (en paréntesis) en Hz. Las asignaciones estdn de acuerdo con los resultados de los

experimentos COSY, HMQC y HMBC. (a)= sefial traslapada.
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IV.2.2.2 ACETILACION DE LA MEZCLA DE SAPONINAS.

La mezcla de saponinas se acetilé de manera convencional y la mezcla de acetatos se
someti6 a analisis espectroscopico de RMN 'H, C y de espectrometria de masas
(Espectros 25, 26 y 27, respectivamente). En la RMN 'H (en CDCl3) de la mezcla se
observan las sefiales de 4 protones vinilicos a & 6.38, 5.9, 5.56 y 5.40. Las sefiales que se
desplazan a 6 6.38 y 5.56 corresponden a protones vinilicos de un sistema conjugado como
el de 8 y las que se desplazan a § 5.9 y 5.4 corresponden a una doble ligadura aislada como
la de 9. Entre 8 4.6 y 5.2 se observa un conjunto de sefiales correspondientes a protones de
azucares, entre los que se puede distinguir a2 & 5.17 un doblete del protén anomérico de
ramnosa. Las sefiales de los protones anoméricos de glucosa y fucosa (dobletes en ambos
casos) aparecen a 5 4.69y 4.62. A 8 4.11 y 3.88 se observan dos dobletes acoplados entre si
que se atribuyen al hidroximetileno C-28 de una saponina como 8. El C-28 de la saponina
9 se identific6 por medio de un sistema AB entre 8 3.2 y 8 3.9, el hidroximetileno (C-23) de
dicha saponina aparecié como un segundo sistema AB a & 4.28 y 4.03. En la zona de
metilos sobresalen las sefiales de los dobletes 2 6 1.13 y a & 1.03 que corresponden a los
metilos de ramnosa y fucosa respectivamente.

Los espectros de RMN *C fueron de gran ayuda en la elucidacién estructural, la presencia

de seis sefiales correspondientes a los 6 carbonos vinilicos de las sustancias de tipo 8 y 9 se
observan entre 8 125 y 136. Los carbonos anoméricos estan presentes entre & 99 y 103
{cuatro sefiales), el espectro también muestra a & 61.99 y a 6 60.64 sefiales que
corresponden a los hidroximetilenos C-6 de dos moléculas de glucosa. Es notable una sefial

a 0 52.2 que indica la presencia de un grupo metoxilo.
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El espectro de masas de los productos de acetilacion de la mezcla de saponinas (Espectro
27) mostré picos a m/z: 1576 [M]", 1618 [M]", 1641 [1618+23]" y 1657 [1634+23]" que
corresponden a dos iones moleculares y a un pseudo-ion molecular de los compuestos 12,
13 y 14. Otros picos importantes son los que se deben a los azicares acetilados; triacetil-
ramnosa a m/z 273, tetraacetil-glucosa a 331, y a m/z 1079 el pico correspondiente a los
cuatro azicares acetilados. Se pueden observar también los picos correspondientes a las
agliconas acetiladas a m/z 495 (1576-1079), a 539 (1618-1079) y a 577 (1658-1079) un
pico de baja intensidad que corresponde al ion pseudomolecular de la sustancia 14 (M+23)

con pérdida de los azlcares.
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IV.2.2.3 SEPARACION Y ANALISIS DE LAS SAPONINAS ACETILADAS.

Los componentes de la mezcla de saponinas acetiladas se separaron usando cromatografia
de liquidos de alta resolucién (en el primer proceso); y mediante filtracién en gel y
cromatografia en columna en el segundo proceso, en este caso se obtuvo una saponina que
no se habia aislado en el primer proceso y cuyo ién molecular determinado mediante
espectrometria de masas modalidad FAB™ (Espectro 50), fue: CgyOHyi6 miz 1676 [MT,

1079 [M—Aglicona]", 539 [Aglicona I" (15).

R= Ac

OR

15
Las saponinas 13 y 14 fueron identificadas mediante espectrometria de masas y estudios
espectroscGpicos de RMN 'H, RMN ¢, COSY, HMQC; HMBC (Espectros 38, 39, 40, 41,
42 y 43 correspondientes a 14; 44, 45, 46, 47, 48 y 49 correspondientes a 13). La saponina
15 fue identificada mediante el andlisis de sus espectros de masas, de RMN 'H, RMN PCy

DEPT (Espectros 50, 51, 52 y 53). Las tablas 17 v 18 muestran las asignaciones para los
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carbonos y los protones de las saponinas con base en los estudios de RMN homo y

heteronuclear.

Tabla 17.- Desplazamientos Quimicos en *C-RMN de 13, 14 y 15 en CDCl;

13 14 15 13 14 15

C-1  38.0 379 376 Fuc

C2 252 25.1 25.1 C-1 1033 103.3 103.3
C-3 836 83.6 83.6 C-2 742 74.7 74.1
C4 420 41.8 41.8 C3 793 79.3 79.3
C-5 478 47.5 475 C-4 730 72.9 72.9
C-6 18.0 207 178 C5 679 67.8 67.8
C-7  33.0 31.2 328 C-6 167 16.4 16.8
C-8 404 31.8 403 Gle

C9 3548 528 539 C-1 100.2 100.1 100.1
C-10 364 359 36.2 C-2  68.7 68.5 68.4
C-11 1254 132.6 125.0 C3 763 72.9 72.9
C-12 126.6 129.6 1273 C-4 750 75.0 72.7
C-13 1333 83.8 131.0 C5 719 71.8 71.7
C-14 423 41.5 42,0 C-6 622 62.1 62.1
C-15 351 29.7 348 Gle’

C-16 252 68.7 68.6 C-1 100.2 100.0 99.9
C-17 423 45.1 439 C2 721 71,9 71.9
C-18 137.1 51.6 136.9 C3 730 74.1 73.0
C-19 382 373 377 C-4 763 76.1 76.1
C-20 33.0 314 321 C5 730 72.7 72.8
C21 329 342 321 C-6 607 60.5 60.6
C-22 29.7 259 297 Rha

C-23 659 653 652 C-1 995 99.4 99.3
C-24 125 123 125 C2 700 69.9 69.9
C-25 183 180 183 C3 687 68.6 68.4
C-26 164 19.4  16.5 C-4 701 70.1 70.6
C-27 202 205 207 C-5 690 69.0 69.0
C-28 655 732 63.7 C-6 173 172 17.2
C-29 322 333 328

C-30 244 236 242

Los desplazamientos quimicos se expresan en ppm. Las asignaciones estin de acuerdo con los
resultados de los experimentos DEPT, HETCOR, HMQC y HMBC.
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Tabla 18.~ Datos espectrales de 'H RMN de los compuestos 13, 14 Y 15.

13 14 15
Aglicona
3 3.5(a) 3.49 (a) 3.49 (a)
11 5.538(d, 10.5) 5.88 (d, 10.5) 5.62(d, 10.7)
12 6.40 (dd, 11, 3) 541 (d, 10.5) 6.39 (dd, 10.7, 2.2)
16 1.19 (s) 5.42 (dd, 10.5,3) 5.42 (d,3.3)
21 0.88 (d, 7} 1.18(dd, 11.5,3) 1.03(d, 10.1)
23 424 (d, 11.5) 4.26 (d, 12) 4,26 {4, 11.8)
4,07 (d, 11.5) 4.05(d, 11.5) 4,04 (d, 12)
24 0.79 (s) 0.78 (s5) 0.77 (s)
25 0.92 (s) 0.91 (s} 0.91 (s)
26 0.72 {3) 1.08 (s} 0.78 (s)
27 0.96 (s) 1.03 (s} 1.10 (s)
28 4.17(d, 11} 3.98(d, 7.5 450, 11.8)
4.00{d, 11.5) 3.18(d, 7.5 4.04 (4, 12)
29 0.96 (s) 0.97 (s) 0.96 (s)
30 0.79 (s} 0.89 (5) 0.78 ()
Azicares unidos a C-3
Fuc
1 427 (4, 8) 4.26(d, 8) 427(d4, 7D
2 3.82(a) 3.82 (a) 3.82 (a)
3 3.75(d4d, 9.5,3.5) 3.75(dd, 9.5,3.5) 3.75(dd4,9.8,3.3)
4 5.17(dd,9.5,3) 5.18{d, 3) 5.18(d, 3)
5 3.82 (a) 3.82(a) 3.82 (a)
6 1.15 (d, 6) 1.14 (d, 6.5) 1.14 (s)
Gle (C-2 de Fuc)
1 4.72(d, 8) 4,71 (d, 8) 470, 7.1)
2 5.11 (a) 5.10(a) 5.08 (a)
3 4.83(dd, 7,7) 4.84 (dd, 7.5, 7) 485 (dd, 6.8, 4.4)
4 5.11 (&) 5.10(a) 5.08 (a)
5 3.62 (a) 3.62 (a) 3.62 (a)
6 ~ 4,74 (dd, 12.5, 2} 433 (dd, 12,5, 5) 432{dd, 12, 4.4)
4.07 (dd, 11.5,5.5) 4.05 (d amplio, 11.5) 4.10(dd, 11.3,4.9)
Gle’ (C-3 de Fuc)
1 4.66{d, 8) 4.64 (4, 8) 463, 7.9)
2 4.92 (a) 491 (dd, &, 8) 497 (a)
3 5.11{a) 5.10 (a) 508 (a)
4 3.91 (dd, 5, 9.5) 3.92 (dd, 9.5, 9.5) 3.91(dd,9.3,9.3)
5 3.5(a) 348 (a) 3.48 (a)
6 4,74 (dd, 12.5,2) 4.75(dd, 12.5,2) 4.74 (d amplio 12)

Ram (C-4 de Gic”)

4.11(dd, 12.5,3)

4.11(dd, 12.5, 3)

4.10 (dd, 11.3, 4.4)

1 482 (d, 1.5) 4.86(d, 2) 4.84 (d, 2.4)

2 5.10 (a) 5.10 (a) 5.08 (a)

3 5.10 (a) 5.16 (dd, 10, 3.5) 5.09 (a)

4 5.03 (dd, 10, 10) 5.04 (dd, 10, 10} 5,03 (dd, 9.6, 9.6)
5 3.62 (a) 3.62 (a) 3.62 (a)

6 1.15(d, 5.5) 115 (d, 6) 1.14 (d, 6.33).

Los desplazamientos quimicos estin expresados en ppm, referidos al TMS, y las constantes de
acoplamiento (en paréntesis) en Hz. Las asignaciones se realizaron con base en los resultados de los

experimentos COSY, HMQC y HMBC. (a)= sefial traslapada
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Si bien, va se sabia que las saponinas presentaban en la aglicona el esqueleto del oleanano
(seccion 1V.2.2.1), las diferencias entre las tres saponinas se dilucidaron al comparar los
espectros de RMN de 'Hy PC.

Las saponinas 13 y 15 presentaron un dieno conjugado en posicidén 11-12, 13(18). La
diferencia entre ambas, consistié en que 15 contiene un grupo hidroxilo en la posicion 16,
este hecho se reflejo en los desplazamientos quimicos de sus espectros de RMN. En los
espectros de RMN de la saponina 15 las sefiales tanto del protén como del carbono de la
posicion 16 se observaron a campo bajo (8 5.42 y & 68.6, respectivamente) debido al efecto
paramagnético del grupo hidroxilo; en cambio, en los espectros de RMN de la saponina 13
las sefiales del protén y del carbono de la misma posicion aparecieron a campo alto (& 1.19
y & 25.2, respectivamente).

La saponina 14 presenté un doble enlace en posicién 11-12 cuyas sefiales en el espectro de
RMN C, se observaron a 8 132.6 y a 5 129.6, respectivamente. El compuesto 14 posee un
puente etéreo entre C-13 y C-28 evidenciado en su espectro de RMN 'H por dos sefiales
dobles, una centrada a & 3.18 y otra a & 3.98. En cambio las sefiales de los protones en la
misma posicion de las saponinas 13 y 15 por estar vecinas a un grupo acetato se observan a
menor campo como dos sefiales dobles centradas a 8 4.0y & 4.17 (saponina 13); ya 8 4.04
y 8 4.50 (saponina 15). Por otra parte, la seilal del carbono 28 de la saponina 14 aparece en
el espectro de RMN C a 8 73.2, en cambio las de las saponinas 13 y 15 se observan a &
65.5 y & 63.7, respectivamente. Los datos anteriores son similares a los reportados en la
literatura para los desplazamientos quimicos de dienos triterpénicos y triterpenos con

puente etéreo 28-13 (Tori, ef al,, 1976).
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Cuando se levo a cabo la hidrélisis 4cida de la mezcla de saponinas se habian detectado
mediante cromatografia de capa fina tres azucares diferentes (fucosa, glucosa y ramnosa).
Por otra parte, fue evidente la presencia de cuatro protones y cuatro carbonos anoméricos
en los espectros de resonancia magnética nuclear tanto proténica como de carbono-13 de
cada una de las saponinas aisladas, por lo tanto, cada saponina presentaba cuatro azicares,
El patron de sefiales en la zona de los aziicares es similar, tanto en "H como en “C. Para
determinar la identidad de los aziicares presentes en las saponinas se analiz6 el espectro de
correlacion homonuclear en dos dimensiones 'H-'H CORY, en donde se observd
principalmente la conectividad secuencial de cada uno de los hidrogenos anoméricos, cabe
hacer notar que los espectros COSY de las tres saponinas aisladas fueron idénticos en la
zona de los desplazamientos quimicos de las sefiales correspondientes a los protones de los
azicares (Figuras 7, 8 y 9).

El andlisis se inici¢ (Figura 7) con la sefial del hidrogeno anomérico localizada a 8 4.26 (d,
J= 8.0 Hz), la cual muestra correlacion con una sefial multiple centrada a & 3.82 asignada a
H-2; la sefial del hidrogeno H-2, a su vez, muestra correlacion con una sefial doble de doble
centrada a & 3.75 con constantes de acoplamiento de 9.5 y 3.5 Hz, asignada a H-3; esta
sefial también muestra correlacion con la sefial centrada a & 5.18 ‘(dd, 9.5, 3 Hz) que se
asigné al H-4. La sefial del protén H-5 se localiza en el multipiete centrado a § 3.82, esta no
mostré claramente una correlacion con la sefial de H-4, sin embargo, si es evidente la
correlacion de la sefial de H-5 con la sefial de los protones de un metilo que se observa
como un doblete centrado en & 1.14 (d, 6 Hz) y que se asignaron como H-6 (figura 9). Estas

conectividades, asi como las multiplicidades y constantes de acoplamiento (especialmente
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la del carbono anomérico J= 8.0 Hz) observadas para estas sefiales, indican que este aziicar

corresponde a la B-fucopiranosa.

optid M 1z Foc
A1 Gloc it S fue

116 Gloe

!
]
!
i
l
I

5.2 5.0 4.8 4.6 4.4 4.2 4.0 3.8 3.6 3.4 3.2

Figura 7.- COSY 'H-'H expansion en 3.1-5.3 ppm
La identidad de otro de los aziicares presente en las saponinas, @nbién se estableci6
mediante el andlisis del experimento COSY (figura 7) como se indica a continuacion: la
sefial de un protén anomérico a & 4.71 que se observa en el espectro como un doblete (J= 8§
Hz) muestra correlacion con una sefial miltiple a 8 5.10, en este multiplete se encuentran
traslapadas las sefiales correspondientes a H-2 y H-4, puesto que es evidente que existen

correlaciones entre este multiplete con una sefial centrada a 8 4.84 (dd, J~7.5,7Hz) y con

un multiplete a 8 3.62, estas dos Gltimas sefiales se asignaron a los protones H-3 y H-5
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respectivamente. La sefial a & 3.62 (correspondiente a H-5); a su vez, muestra correlacion
con la sefial de los protones del hidroximetileno H-6 que se observa a 8 4.33 (dd, J= 12.5, 5
Hz). La presencia de un sistema AB del hidroximetileno fue evidente cuando se observé
que existia correlacién entre la sefial a 3 4.33 con la presente a 6 4.05 (d amplio, 11.5 Hz).
Las multiplicidades y constantes de acoplamiento, asi como la correlacion secuencial entre

las sefiales permitieron establecer la identidad de este azficar como la B-glucopiranosa.

- ~ R
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Figura 8.- COSY "H-"H expansién en 3.1-5.3 ppm
El tercer aziicar presente en las saponinas fue caracterizado como P-glucopiranosa (Glc’),

en la figura 8 se observa la secuencia de correlaciones que permitieron identificar este
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azucar. Al igual que en los casos anteriores, se tomd como punto de partida la sefial del
proton anomérico, el cual se observa como un doblete centrado a & 4.64 (d, 8 Hz). Esta
sefial tiene correlaciéon con un doble de doble centrado a 6 4.91 (J= 8, 8 Hz) que se asigno
al H-2. A su vez, esta sefial mostrd correlacion con el multiplete centrado a & 5.10 que fue
asignado al H-3 (en este multiplete coincidieron las sefiales de varios protones). La sefial
mdltiple en & 5.10 present6 correlacién con un doble de doble centrado a 8 3.92 (J=9.5, 9.5
Hz) y que se asigné al protén H-4. Por otra parte, se detectd correlacion entre la sefial
asignada a H-4 y el multiplete cuyo centro se observa a & 3.48 y que fue asignado al proton
H-5. Por tltimo, la sefial multiple a & 3.48 mostré correlacién con un sistema AB
correspondiente al hidroximetileno de la glucosa cuyas sefiales se visualizan a & 4.75 (dd,
J=12.5,2 Hz) y a 8 4.11 (dd, 12.5, 3 Hz), también fue evidente la correlacion entre estas
dos sefiales.

De la misma manera que en los casos anteriores, mediante el andlisis del espectro de
correlacién homonuclear 'H-"H COSY (figura 8) se determinaron las conectividades
secuenciales de los protones del cuarto azicar, que en este caso fue identificado como o
ramnosa. La seflal del protén anomérico se distingue como doblete centrado en & 4.86 y con
constante de acoplamiento de 2 Hz, esta sefial presentd correlacién con un multiplete
centrado en & 5.10 que corresponde al H-2. La constante de acoplamiento de H-1, indicé
una relacion ecuatorial-ecuatorial entre dicho protén y el H-2, lo que establece que la
forma anomérica es a. El protén correspondiente a H-3 present6 una sefial a 8 5.16 (dd, 10,
3.5 Hz) que por su cercania con la sefial de H-2 se aprecia un cuadro de conectividad
pequefio. El mismo fendmeno se observa en la correlacion de H-3 con la sefial de H-4 que

se presentd como un doble de doble centrado a § 5.04 (J= 10, 10 Hz). La sefial doble de
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doble correspondiente a H-4 mostrd correlacién con un multiplete centrado a & 3.62 y que
se asigné a H-5. Por Gltimo la sefial correspondiente a H-5 (figura 9) present6 correlacion
con la sefial de los protones del metilo que se observan como un doblete centrado a  1.15

(J= 6 Hz).
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Figura 9.- COSY 'H-'H expansién en 3.1-5.3 ppm

Fue especialmente 0til el experimento de HMBC que se les realizé a las saponinas, los

resultados de este, permitieron establecer la posicién del enlace azficar-azicar y a su vez la
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secuencia de los mismos con relacién a la aglicona. De esta forma, el espectro HMBC
indicé que existia correlacion heteronuclear a tres ligaduras entre el C-3 de la aglicona y el
H-1 de la fucosa; el C-3 de la aglicona y un proton de C-23; el H-2 de Fucosa con el
carbono anomérico de una glucosa (Gic); el H-3 de fucosa con el carbono anomérico de

glucosa (Glc’); H-4 de Glc’ con el carbono anomérico de ramnosa. El espectro HMBC de

una de las saponinas se muestra en la figura 10.
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. Figura 10.- Seccitn del espectro HMBC del Peracetato de la Buddlejasaponina 1.

Los espectros de masas de los compuestos 13, 14 y 15 mostraron iones moleculares con

una relacion masa carga (m/z) de 1618, 1634 y 1676 uma, respectivamente. En las figuras
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11, 12, y 13 se observan los mapas de fragmentacién propuestos con base en los espectros

obtenidos mediante experimentos de EM modalidad FAB.
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~ Figura 11.- Mapa de fragmentacion del peracetato de 3-O-a.-L-ramnopiranosil-(1—+4)-B-D-
glucopiranosil-(1—3)-] B-D-glucopiranosil-(1—2)}-B-D-fucopiranosil 3,23,28-
trihidroxiolean-11,13(18)-dieno.
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COMPUESTO 14 555 535 1576
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Figura 12.- Mapa de fragmentaci6n del peracetato de 1a Buddlejasaponina 1.
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COMPUESTO 15

273

OR

A

1676 >
Figura 13.- Mapa de fragmentacion del peracetato de 3-0-o-L-ramnopiranosil-(1—-4)-B-D-

glucopiranosil-(1->3)-[B-D-glucopiranosil-(1—-2)]-B-D-fucopiranosil 3,16,23,28-
tetrahidroxiolean-11,13(18)-dieno.
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Sobre 1a base de los resultados obtenidos, la estructura 13 corresponde al peracetato de 3-
0-a-L-ramnopiranosil-(1—>4)-B-D-glucopiranosil-(1—3)-[ -D-glucopiranosil-(1->2)]-B-
D-fucopiranosil 3,23,28- trihidroxiolean-11,13(18)-dieno. El compuesto 14, seglin nuestros
datos es el peracetato de la Buddlejasaponina 1 aislada por Yamamoto et al. (1991) en
forma libre y cuyo derivado acetilado fue identificado como peracetato de 3-O-o-L-
ramnopiranosil-(1—4)-B-D-glucopiranosil-(1—3)-[3-D-glucopiranosil-(1—»2)]-B-D-
fucopiranosil-saikogenina G; y el compuesto 15 es el peracetato de 3-O-o-L-
ramnopiranosil-(1->4)-p-D-glucopiranosil-(1->3)-[f-D-glucopiranosil-(1 —»2)]-B-D-

fucopiranosil 3,16,23,28-tetrahidroxiolean-11,13(18)-dieno.

97



IV.3 -PARTE BIOLOGICA.

IV.3.1 —ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA DE LOS EXTRACTOS.

Se determind la actividad antibacteriana de los extractos mediante la técnica de difusion en
agar {Kirby-Bauer), la tabla 19 muestra los resultados obtenidos en los que se observa que
solo los extractos polares de las dos plantas presentaron actividad antibacteriana, y que este
efecto sblo se presentd sobre las bacterias S. aureus, S. boydii y V. cholerae.

Tabla 19, Actividad Antibacteriana de los Extractos de B. perfoliata y B. scordioides.

EXTRACTOS (Halos de inhibicién en mm, 1 mg/disco) ol
BACTERIA
B. perfoliata B. scordioides
BuOH | AcOEt | CHyCl, | Hexanoll MeOH | AcOEt | Hexano
E. coli - - - - - - - 17£0.5
S. typhi - - - - - - - 16£0.5
S. boydii 840.5 - - - 9+0.5 - - 1710.5
E. agglomerans - - - - - - - 1620.5
V. cholerae
CDC 10£0.5 - - - 11£0.5 - - 1740.5
V. cholerae
INDRE 1020.5 - - - 1120.5 - - 16x0.5
V. cholerae
C.C. 1020.5 - ~ - 11£0.5 ~ - 1610.5
S. aureus 14+0.5 - - - 1620.5 - - 1630.5

C*=Control positivo (Kanamicina 30 pg)

Posteriormente, se realizé un seguimiento de la actividad durante la fase de separacion de
los componentes del extracto metandlico y butandlico; de ambos, se separd el verbascésido

como Gnico principio activo.
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IV.3.2 ~ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA DEL VERBASCOSIDO.

Al iniciar los bioensayos para determinar la actividad antimicrobiana de los extractos se us6
la concentracton de 1 mg/disco con base en lo recomendado en la literatura para evaluar la
actividad antibacteriana de extractos vegetales (Vanden Berghe y Vlietnick, 1991);
posteriormente, fue evidente que conforme se purificaba el compuesto activo se reducia la
cantidad necesaria de sustancia para observar halos de inhibicién. En las Gltimas fases de
separacion se necesitaron 400 pg/disco para detectar actividad antibacteriana conira las
bacterias sensibles. En la tabla 20 se muestran los resultados la actividad antibacteriana del
verbascésido utilizando la técnica de Kirby-Bauer.

Tabla 20.- Actividad antimicrobiana del verbascosido.

Actividad antimicrobiana
(Halos de inhibicién en mm)
Bacteria Verbascésido 400 Kanamicina Control negativo
ug/disco 30 pg
E. coli _ 174+ 0.5 . -
S. typhi - 16 +0.5 -
S. boydii 9+0.5 18+0.5 -
E. agglomerans - _ 16 £ 0.5 -
V. cholerae CDCV12 12+0.5 20+ 0.5 -
V. cholerae INDRE 12+0.5 21%£05 -
V. cholerae C.C. 12+0.5 20+ 0.5 -
S. aureus 18+£0.5 16 +0.5 -
TR 00N
rT R ’i" TE F R 3
FALLA DE CRIGEN

99




Una vez evaluada cualitativamente la actividad antibacteriana del verbascésido, se procedié
a determinar la concentracién minima inhibitoria (CM]) y la bactericida minima (CBM).

Los resultados se muestran en la tabla 21.

Tabla 21.- Concentracion Minima Inhibitoria y Bactericida Minima del Verbascosido

Bacteria | CMI (pug/ml) CBM (pg/ml)
V. cholerae CDCV12 400 800
V. cholerae INDRE 400 800
V. cholerae C.C, 400 800
S. aureus 400 800
S. boydii >800 -

Los resultados indican que las bacterias sensibles fueron V. cholerae v S. aureus. Cabe
hacer notar que aunque en S. boydii se presentaron halos de inhibicidén, la concentracion
minima inhibitoria para esta bacteria fue alta, ademds de que no se presenté efecto
bactericida a dosis de 1600 pg/ml. Por otra parte, la CMI que se obtuvo para S. qureus
concuerda con la reportada por Pardo, et al. (1993) para el verbascésido aislado de
Buddleja globosa.

Se podria afirmar que el verbascosido presenta un espectro de actividad reducido (s6lo

algunas especies bacterianas fueron sensibles), y que su potencia es baja (CMI 400 pg/mi)
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con relacion a la mayorfa de los antibidticos de uso clinico. De acuerdo con estos criterios,
el verbascésido seria poco prometedor para realizarle mas estudios tendientes a evaluar su
posible uso terapéutico. Sin embargo, existen otros factores que se toman en cuenta para
evaluar las potencialidades de una nueva sustancia antibacteriana. Actualmente, suele
preferirse el uso de antibidticos que sean especificos, esto es, que solo inhiban el
crecimiento de las bacterias que estan causando una infeccién y que dejen crecer a las
bacterias comensales que proporcionan beneficios como la transformacion de las vitaminas
y otros metabolitos titiles para el ser humano. Por otra parte, la potencia (CMI y CBM) no
es un factor determinante para evaluar la importancia de un antibidtico, la sustancia
antibacteriana es importante si su indice terapéutico (que se la relacion entre la dosis toxica
y la concentracién minima inhibitoria) es grande. No se le han realizado estudios de
toxicologia al verbascosido, ademds, en el presente trabajo no se evalud su actividad sobre
bacterias autdctonas del hombre, debido a ello, tendria que realizarse mas investigacién
para determinar si esta sustancia pudiese tener posibilidades para ser usada como agente

antibacteriano.

IV.3.3 -MODO DE ACCION.

Los resultados de los experimentos de incorporacién de precursores marcados se muestran
en las graficas 1 y 2, en ellas se observa que hay inhibicién de la incorporacion de leucina
3H. Por otra parte, el acetato, la timidina y la uridina marcados fueron asimilados por las
bacterias tratadas con verbascosido de manera similar al control (no se observé alteracién
de la incorporacién). De acuerdo con esto, el modo de accidn del verbascosido contra S.
aureus y V. cholerae, es mediante la inhibicion de la sintesis de proteinas puesto que la

leucina es un metabolito importante para que se Heve a cabo dicha via metabolica. En el
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caso del efecto del verbascésido sobre S. aureus se observa una inhibicion de la
incorporacion del 90-100% de leucina *H durante el intervalo de tiempo en el que se

cuantificé Ia incorporacién de este metabolito marcado, y en el caso de ¥. cholerae del 40-

80%.
Grifica 1
Efecto del verbasedsido sobre Ia incorporacién de leucina *H en S, aureus

:g 2CBM
a 312CMi
S = Control
=
X

Tiempo (hs)

El porcentaje de incorporacion se calcul6 con base en la incorporacion de leucina *H observada en
los cultivos bacterianos sin verbascésido (control, n=5), comparada con la incorporacién de leucina
*H observada en los cultivos experimentales tratados con verbascosido (CBM=800 pg/mi;
CMI=400 pg/ml; 2 CMI=200 pg/ml; n=5 por cada concentracién). La dosis de radioactividad a que
fueron expuestos los cultivos fue de 0.1 pCi/mi y la cantidad de precursor incorporado lo
proporciond el equipo (nimero de cuentas por minuto, después de incubar 1 h, 1.5 hs y 2hs los
cultivos bacterianos junto con el precursor). _‘
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Grifica 2

Efecto del verbascdsido sebre la incorporacién de leucina *Hen V. cholerae

© ]

g 12CMI
S 1 Control
-

o

X

1h 1.5hs 2hs

Tiempo (hs)

El porcentaje de incorporacion se calculé con base en la incorporacién de leucina *H observada en
los cultivos bacterianos sin verbascdsido {control, n=S), comparada con la incorporacioén de leucina
*H observada en los cultivos experimentales tratados con verbascésido (CBM=800 ng/mi;
CME=400 pg/ml; ¥2 CMI=200 pg/ml; n=5 por cada concentracién). La dosis de radioactividad a que
- fueron expuestos los cultivos fue de 0.1 pCi/ml y la cantidad de precursor incorporado lo
proporciond el equipo (nmero de cuentas por minuto, después de incubar 1 h, 1.5 hs v 2hs los
cultivos bacterianos junto con el precursor).
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Cabe hacer notar gue el modo de accidn del verbascosido podria llevarse a cabo alterando
el transporte de la leucina hacia el citoplasma bacteriano, o mediante un efecto directo
sobre la sintesis de proteinas. Para determinar el sitio de accion del verbascésido se podrian
proponer experimentos de autorradiografia utilizando verbascésido marcado
radiactivamente para detectar el sitio diana. Los resultados de la autorradiografia podrian
indicar si el verbascésido penetra hacia el citoplasma bacteriano; de no ser asi, es probable
que su actividad sea a nivel de membrana. Si el verbascosido penetra al citoplasma
entonces podria detectarse el sitio de accion mediante técnicas de centrifugacion diferencial
y deteccion por centelleo liquido, de esta manera se podria dilucidar si el verbascésido
interactia con la fraccion ribosomal o con otra fraccién citoplasmica.

En cuanto al efecto del verbascosido sobre la poblacion bacteriana de S. aureus y de V.
cholerae (Gréficas 3 y 4), los experimentos de desafio mostraron que el compuesto provoca
un efecto bacteriostatico a dosis iguales a 1a CMI (se mantiene la poblacién con relacién al
tiempo de exposicion al verbascosido), pero a dosis iguales a la concentracion bactericida
minima (CBM) se observa una curva de supervivencia del tipo de impactos miiltiples
(Davis y Dulbecco, 1996), en la cual antes de hacerse lineal con pendiente negativa
presenta un comportamiento que pareciera no tener cambios significativos en cuanto al
ntmero de supervivientes, debido a que en cada organismo viable deben producirse varias
alteraciones en alguna o algunas vias metabdlicas (impactos) antes de que se pierda dicha
viabilidad. Para determinar el nimero de impactos necesarios para que se produzca la
inactivacion, la técnica recomendada por la literatura (Davis y Dulbecco, 1996), consiste en
prolongar la zona lineal de la curva de supervivencia hasta su interseccién con el eje de las
ordenadas (extrapolando se observa que la cinética es de 10 impactos en el caso de V.

cholerae y de aproximadamente 22 para S. aureus, ver Apéndice 5). Las curvas

104



correspondientes a la CBM muestran estos dos comportamientos: no se aprecia muerte
celular significativa en las primeras horas de desafio incrementandose notablemente la
letalidad a partir de las 6-8 horas (la pendiente es menor). Ademas, se observa que el efecto
del verbascosido es especifico puesto que las curvas de supervivencia que produce, no son
similares a las que se observan en experimentos de desafio usando desinfectantes (como el
formaldehido, los agentes tensioactivos, los 4cidos arométicos, los alcoholes y fenoles).
Estos desinfectantes provocan curvas de supervivencia de tipo multicomponente
generalmente diduxicas o triduxicas con ires o més rectas con pendientes diferentes y
alguna de ellas con pendiente igual a cero (Harvey, 1982; Brul, 1999).

La accidén bactericida del verbascdsido podria generarse como consecuencia de lesiones
irreparables en un ndmero limitado de puntos de accién. Estos puntos de accién podrian ser
todas las copias de un componente protefnico del sistema de sintesis de proteinas (incluidos
los ribosomas), ya que para regenerar una proteina es necesario el propio sistema de sintesis
y por lo tanto para que se produzca el fendmeno de muerte celular se requiere que se haya
inactivado de manera irreversible una parte importante de dicho sistema y que se agoten las
reservas. Los resultados de estos experimentos fueron publicados y el articulo se muestra al

final de este trabajo.
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Grafica 3. Efecto del verbascdsido sobre el nimero de
supervivientes de S. aureus
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El verbascésido fue adicionado a cada cultive experimental en el tiempo 0: (CBM), 800 pg/ml; (CMI), 400
ug/ml; (1/2 CMI), 200 pg/ml; (control, sin verbascdsido), 100ul DMSO. Cada experimento (p==3) se llevé a
cabo de acuerdo a fas condiciones descritas ¢n iz Metodologia General, el nimero de supervivientes se
calculé mediante el conteo de unidades formadoras de colonia (UFC).

Gréafica 4. Efecto del verbascdsido sobre el niimero de
supervivientes de V. cholerae.
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El verbascosido fue adicionado a cada cultivo experimental en el tiempo 0: (CBM), 800 ug/mi; (CMI), 400
pg/ml; (172 CMI), 200 pg/ml; {control, sin verbascdsido), 100ul DMSO. Cada experimento (n=3) se Hevd a
cabo de acuerdo a las condiciones descrifas en la Metodologia General, ¢l ntimero de supervivientes se
caleuld mediante el conteo de unidades formadoras de colonia (UFC).
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Con base en los resultados obtenidos, B. perfoliata y B. scordioides poseen metabolitos
secundarios que tienen propiedades antibacterianas contra algunas bacterias que son
patégenas del tracto digestivo humano. Popularmente se usan infusiones o cocimientos
acuosos de estas plantas para el tratamiento de enfermedades gastrointestinales. En el caso
de B. perfoliata, la actividad antibacteriana de la infusién seria provocada por el
verbascosido, aunque también por el o pineno cuya actividad antimicrobiana ya ha sido
estudiada (Harvey, 1982), la presencia de ambos compuestos podria ejercer un efecto

sinérgico que potencie el efecto antibacteriano.

1V.3.4- ACTIVIDAD FOTOPROTECTORA DE B. perfoliata y B. scordioides

IV.3.4.1- FOTOPROTECCION DE LOS EXTRACTOS METANOLICOS DE B.
perfoliata 'y B. scordioides UTILIZANDO BACTERIAS.

Estos experimentos se realizaron para determinar si los extractos metandlicos de B.
perfolita y B. scordioides, protegian a un sistema biologico de la muerte celular provocada
por la luz ultravioleta. El sistema bioldgico en este caso estuvo formado por poblaciones de
similar nimero de individuos de la bacteria Escherichia coli.

En primer lugar se evalud el efecto fotoprotector de los extractos metandlicos de las plantas
estudiadas (2 mg de sélidos por ml en la cubeta, Bissett, ef al., 1987) y del control positivo
(escalol, 2 mg/m! en la cubeta) con relacién a la muerte celular provocada por irradiacién
de luz UV-B sobre una poblacién de bacterias sin proteccion (control negativo). En la
grafica 5 se observa que la poblacién de bacterias no protegidas (control negativo) presento
mortalidad de toda la poblacién con una dosis de 3 minutos de irradiacion. En cambio, las

bacterias protegidas con el control positivo (Escalol, grafica 6), presentaron muerte celular
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de toda la poblacion en ¢l intervale de 60-120 minutos de irradiacion, por otra parte, los
extractos de B. perfoliata y B. scordioides (grificas 7 y 8) protegieron a las poblaciones
bacterianas hasta el intervalo de 32-64 minutos. Los resultados anteriores indican que ¢l
intervalo de tiempo que se requiere para eliminar a la poblacién bacteriana no protegida fue
significativamente menor a la de los protegidos, cabe hacer notar que en todos los casos la
forma de las curvas (la cinética) fue similar a la reportada en la literatura cuando se utiliza

luz UV-B como agente bactericida (Davis, 1996).

Grafica 5. Irradiacion de luz UV-B (312 nm) sobre E. coli sin

proteccion.
Experimento control
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Curva de supervivencia de E. coli sometida a luz UV sin proteccibn, el nimero de supervivientes se
calculd mediante el conteo de unidades formadoras de colonia (UFC). Los datos representan la
media de tres experimentos (n=3).
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Gréfica 6. trradiaclén de luz W-B (312 nm) sobre E. coli proteglda con
escalol.
{K= 0.060, R-sgquare:= 0.99)
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Curva de supervivencia de E, coli sometida a luz UV protegida con escalol (2 mg/ml), el ndmero de
supervivientes se calculdé mediante el conteo de unidades formadoras de colonia (UFC). Los datos

representan la media de tres experimentos (n=3).

Grifica 7 . Irradiacin de luz UV-B(312) sobre E. coli protegida con
extracto metandlico de B. perfoliata.
(K= 0.068, R-square= 0.99)
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Curva de supervivencia de E. coli sometida a luz UV protegida con extracto metandlico de B.
perfoliata (2 mg/mi), el nimero de supervivienies se caleuld mediante el conteo de unidades
formadoras de colonia (UFC). Los datos representan la media de tres experimentos (n=3).
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Gréfica 8. Irradiacién de luz UV-B ({312 nm) sobre E. coli protegida
cofi extracto metanélico de B, scordivides
{K= 0.06, R-square = 0.97)

10

log dal # de
sobrevivientes

O N A O @

T T ] ]

0 20 40 60 80 100 120 140
tiempo { minutos)

Curva de supervivencia de E. coli sometida a luz UV protegida con exiracto metandlico de B.
scordioides (2 mg/ml), el mimero de supervivientes se calculé mediante el contec de unidades
formadoras de colonia (UFC). Los datos representan la media de tres experimentos (n=3).

En los cuatro casos se obtuvo la constante de mortalidad K (nimero de organismos muertos
expresado en unidades logaritmicas por minuto), de acuerdo con esto, el control negativo
(bacterias expuestas a la radiacion sin proteccién) presenté una K (1.44) mayor a la del
control positivo (Escalol, K= 0.060)) y a la de los dos extractos (K= 0.06), quedando asf

demostrado el efecto fotoprotector de las sustancias evaluadas (Davis, 1996).
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IV.3.4.2. FOTOPROTECCION DE LOS COMPUESTOS QUE ABSORBEN EN LA
REGION DEL UV-B AISLADOS DE B. perfoliata y B. scordioides UTILIZANDO
BACTERIAS.

Se aislaron dos compuestos que absorbian energia en la region de la luz UV-B: la linarina y
el verbascésido, ademas, se preparé el acetato de linarina.
Primeramente se determiné el espectro de absorcion en el UV-B de la linarina, el acetato de

linarina y del verbascésido (tabla 22).

Tabla 22.~ Coeficientes de extincion de los croméforos aislados de las Buddiejas.

Am#x Coeficiente de Extincion
Compuesto
Linarina 334 18832
Acetato de linarina 320 32335
Verbascosido 291y 332 26130y 35113

De acuerdo con estos datos, las tres sustancias tiene valores de coeficientes de extincion
similares a los de las sustancias fotoprotectoras comerciales (Shaath, 1997). El acetato de
linarina y la linarina absorben sobre el limite de la regién del UV-B, el verbascésido tiene 2
méximos de absorcidn, y el 4rea bajo la curva de su espectro ultravioleta cubre toda la
region de UV-B.

En las graficas 9 y 10 se muestra el efecto fotoprotector del verbascésido y del acetato de
linarina, en ellas se observa que estos compuestos le confieren proteccion a las bacterias
durante 32 minutos de exposicion puesto que se mantienen las poblaciones bacterianas en

ntimero similar a la del in6culo inicial, a partir de este tiempo el niimero de células viables

111



decrece hasta alcanzar la muerte ambas poblaciones bacterianas a los 256 minutos. Cuando
se uso verbascosido como agente fotoprotector la constante de mortalidad (K) calculada fue
de 0.025 y en el caso del acetato de linarina fue de 0.019, estos valores fueron menores con
relacion a las constantes de mortalidad obtenidas para el control negativo (grafica 5), el
escalol (grifica 6) y los extractos metandlicos (graficas 7 y 8); por lo tanto se considera que
el efecto fotoprotector del verbascdsido y del acetato de linarina fue significativamente
mayor. Por otra parte, las bacterias protegidas con linarina (gréfica 11) sobreviven en un
ndmero similar al indculo durante 10 minutos de irradiacion, a partir de este tiempo existe
una reduccion dréstica del nimero de sobrevivientes hasta los 20 minutos estabilizdndose
durante los siguientes 20 minutos (40 minutos de irradiacion). A partir de este tiempo y
hasta los 80 minutos hay muerte celular de toda la poblacién. La constante de mortalidad K
en este caso fue de 0.051. En estas pruebas de desafio se observo que la linarina presenta un
efecto fotoprotector menor que el obtenido con su acetato y con el verbascésido, este hecho
probablemente se deba a que la linarina tiene un coeficiente de extincién menor que
aquelios y un méximo de absorcion en 334 nm (fuera de la zona de UV-B) y la lampara que
se utilizé para realizar estos experimentos irradia principaimente luz UV con una A max. de

312 nm.
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Grafica 9. Irradiacién de luz UV-B (312 nm) sobre E. coll protegida
con verbascoésido
(K= £.025, R-square=1.99)
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Curva de supervivencia de E. coli sometida a luz UV protegida con verbascésido (2 mg/ml), el
niimero de supervivientes se calculé mediante el conteo de unidades formadoras de colonia (UFC).
Los datos representan la media de tres experimentos (n=3).

Gréafica 10. irradiacién de luz UV-B (312 nm) sohre E, coli
protegida con acetato de linarina.
{K= 0.019, R-square= 0.99)
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Curva de supervivencia de E. coli sometida a lnz UV protegida con acetato de linarina (2 mg/m}), el
nimero de supervivientes se calculd mediante el conteo de unidades formadoras de’ colonia (UFC).
Los datos representan la media de tres experimentos (n=3).
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Grafica 11. rradiacidn de luz UV-B (312 nm} sobre E. coli
protegida con linarina.
{K:= 0.051, R-square= 0.96)
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Curva de supervivencia de £. coli sometida a luz UV protegida con linarina (2 mg/ml), el nimero
de supervivientes se calculé mediante el conteo de unidades formadoras de colonia (UFC). Los
datos representan la media de tres experimentos (n=3).

1V.3.4.3- DETERMINACION DEL FACTOR DE PROTECCION SOLAR (FPS) EN
CUYOS,

Primeramente, se determiné la dosis de irradiacién para producir el minimo eritema
perceptible (también conocido como dosis eritematogénica minima, DEM), y asi iniciar los
experimentos de desafio. De acuerdo con estas evaluaciones, los cuyos (n=5) presentan
eritema minimo perceptible (DEM) a los 20 minutos de exposicion a la radiacién. |

Se realizaron los experimentos de acuerdo al modelo proﬁuesto por Bissett (1991) y seglin
los resultados gue se muestran en la tabla 23, se observa que el verbascosido confiere un
FPS de 24, la linarina de 9 y el acetato de linarina de 5. De acuerdo con estos resultados, el
verbascosido proporciona buena fotoproteccion puesto que presenta un factor de proteccién
solar superior a 15 (Pathak, 1992). Cabe hacer notar que aunque la linarina y su acetato

presentan buenos coeficientes de extincién, su factor de proteccién solar (FPS) fue
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relativamente bajo, esto podria deberse a la sustantividad de estos compuestos. Los
extractos metandlicos de ambas plantas tuvieron lo valores de FPS menores, probablemente

debido a la baja concentracién las sustancias fotoprotectoras.

Tabla 23.- Determinacion del FPS en Cuyos.

Sustancia EPS Tiempo de Exposicién
(2 mg/em?) sin Eritema (min)
Extracto Metandlico
de B, scordioides 3 40
Extracto Metanélico
de B. perfoliata 3 40
Verbascosido 24 440
Linarina 9 160
Acetato de linarina 5 8
Escalol 5 80

Se realizé la prueba no paramétrica de Friedman para determinar si existian diferencias
significativas entre los tratamientos (los extractos, los compuestos fotoproteciores aislados
de las Buddlejas, y el control positivo). Efectivamente, existieron diferencias significativas
entre los tratamientos, o sea, cada sustancia protege de manera diferente con relacion al
tiempo de exposicién. La prueba de Wilcoxon se utilizé para evaluar si existian diferencias
significativas entre el control (la ventana sin proteccién, # 1) y cada uno de las sustancias
dentro de cada tratamiento. De acuerdo a los resultados del andlisis estadistico, el
verbascosido protege de la aparicién de eritema hasta un tiempo correspondiente a los 22
DME, la linarina confiere proteccion de 8 DME, el acetato de linarina de 4 DME, y los

extractos de ambas plantas 2 DME (tabla 24).
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Tabla 24.- Resultados de las pruebas de Wilcoxon y Friedman.

I 1 HI IV v VI

Prueba de Wilcoxon:

DEM P DME P DME P DME p DME P DME P
1-2 0.046* 12 0.046* 12 0.025¢ 1.2 0.025% 12 0.025% 12 0.025%
1-3 0.083 -3 0.083 1-4  0.025% 14 0.046% 14 0.025% 14 0.025%
14 0.083 -8 0.083 1-8 0025  1-8 0.025* 18  0.317 -5 0.083
1-5 0.157 i-16  0.157 1-16  0.025% 19 0.157 I-16  0.500 1-8 0.083
-7 0157 1-20  0.157 1-22  0.025%  1-18  0.157 1-20  0.500

1-24  0.083 126  0.317

1-32  0.083 1-32 0059
*Diferencia significativa (p< 0.05)

Prueba de Friedman:
I I i v v VI
1*=10.78 $*=10.78 $*=37.35 1*=28.27 1*=28.27 v2=28.27
p<0.05 p<0.05 p<0.005 p<.005 p<0.005 p<0.005

I Extracto metanélico de B. perfoliata 1= control (ventanas sin proteccidn), equivalente a 1 DEM.
IE: Extracto metandlico de B. scordioides - 2 en adelante hasta 32= ventanas experimentales (con protec-
HI: Verbascdsido cién) equivalente a 2,3.4.......32 DEM.
IV: Linarina
V: Acetato de Linarina
VI: Escaiol

IV.4- ESTUDIO HISTOPATOLOGICO,

Se irradio la parte dorsal de los cuyos a dosis que correspondieron a 1| DEM, 2 DEM, 3
DEM etc., hasta la dosis correspondiente al valor de FPS obtenido para cada sustancia
fotoprotectora, y se compard con un control negativo (sin proteccion). Se utilizé la técnica
histolégica estandar para evaluar el dafio producido por la radiacién UV-B en la piel con y

sin proteccion. Los resultados son los siguientes (Tablas 25-31):
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Tabla 25.- Evaluacion Histopatologica de Piel Irradiada con Luz UV-B Sin Proteccion.

THPO i DEM
Sin prot.
Lesion Dermatitis
et
Grado *
Multifocat
Extension
Aguda
Curso
Ortoqueratinizacion +
QUERATINIZACION
Paraqueratinizacion -
Macrofagos +
** Infiltrados
Mononucleares -
Linfocitos
Neutr6fitos -
** Infiltrados
Polimorfonucleares
Células cosinofilicas +++
Congestidn +
*Vasos sanguineos
Hemorragia ;
Normal -
Proliferacion
Epitelial o
Anormal
Necrosis -
- . +
Otras Ulceras
Ampulas e

*Edema: (+) muy leve; (++) leve; (+++) moderado; (+++) severo.
¥* Cantidad de células: (+) escasas; (++) representativas; (+++) gran cantidad.

117



Tabla 26.- Evaluacién Histopatologica de Piel Irradiada con Luz UV-B y Protegida con

Escalol.
TIPO 1 DEM 1 DEM 2 DEM 2 DEM 4 DEM 4 DEM
Sin prot. Con prot. Sin prot. Con prot. Sin prot. Con prot.
Lesion Dermatitis Dermatitis Dermatitis Dermatitis Dermatitis | Dermatitis
et - ++ + - ++
Grado *
Muitifocal Difusa Difusa Difusa Focal Difusa
Extensién
Aguda Aguda Aguda Apuda Aguda Aguda
Curso
Ortoqueratinizacién + + + + + +
QUERATINIZACION - - . . . .
Paraqueratinizacion
Macréfagos + + + o ++ ++
** Infiltrados
Mononucleares - - - - - -
Linfocitos
Neutrdfilos - - - - - -
** Infiltrados
Polimorfonucleares
Células eosinofilicas + - - + -+ -
Congestion - - + - - +
*Vasos sanguineos
Hemorragia ) ; + } i )
Normal - + - - - -
Proliferacién
Epitelial + N + 4 + +
Anormal
Necrosis - - - - + -
* - - - - - + -
Otras Ulceras
Ampulas - T v - - -

*Edema: (+) muy leve; (++) leve; (+++) moderado; (++++) severo.

** Cantidad de células: (+) escasas; (++) representativas; (+++) gran cantidad.
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Tabla 27.- Evaluacion Histopatologica de Piel Irradiada con Luz UV-B y Protegida con

Extracto Metanolico de B. scordioides

TIPO 1 DEM 1 DEM 2DEM 2 DEM
Sin prot. Con prot. Sin prot. Con prot.
Lesion Dermatitis | Dermatitis | Dermatitis | Dermatitis
Grado * ok - - +
Extensién Difuso Difuso Difuso Bifuso
Curso Aguda Aguda Aguda Aguda
Ortoquetatinizacion + + + +
QUERATINIZACION
Paraqueratinizacion . - - -
Macréfagos + - + +
** Infiltrados
Mononucleares - - - -
Linfocitos
Neutrofilos - - - .
** Infiltrados
Polimorfonucleares - - + -
Células eosinofilicas
Congestién + - * -
*Vasos sanguineos
Hemorragia . ) + )
Normal - + - +
Proliferacion " R n .
Epitelia
Anormal
Necrosis - - + -
*Otras Ulceras + ) + "
Ampulas v - - -

*Edema: (+) muy leve; (++) leve; (+++) moderado; (++H+) severo.
** Cantidad de céluias: (+) escasas; (+) representativas; (+4+4+) gran cantidad,
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Tabla 28.- Evaluacion Histopatologica de Piel Irradiada con Luz UV-B y Protegida con

Extracto Metandlico de B. perfoliata.

TIPO I DEM I DEM 2 DEM 2 DEM
Sin prot. Con prot. Sin prot. Con prot.
Lesion Dermatitis Dermatitis Dermatitis Dermatitis
4+ A b +
Grado *
Difuso Difuso Difuso Difuso
Extension
Aguda Aguda Aguda Aguda
Curso
Ortoqueratinizacidn + + + +
QUERATINIZACION
Paragueratinizacién - - - -
Macréfagos + + + -
** Infiltrados
Mononucleares - - - -
Linfocitos
Neutrofitos - - - .
*# Infiltrados
Polimorfonucleares
Céluias eosinofilicas - - 4 -
Congestién - - + -
*Vasos senguincos
Hemorragia
- “ + -
Normal - - - +
Proliferacion
Epltcl:a] + + 4+ -
Anormal
Necrosis + - - -
"Otras Ulceras ) * ) )
Ampulas " N - *

*Edema: (+) muy leve; (++) leve; {(+++) moderado; (++1+) severo.

** Cantidad de células: (+) escasas; (++) representativas; (+++) gran cantidad.
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Tabla 29.- Evaluacion Histopatoldgica de Piel Irradiada con Luz UV-B y Protegida con
Acetato de Linarina.

TIPO 1 DEM 1 DEM 2 DEM 2 DEM 4 DEM 4 DEM
Sinprot. | Conprot. | Sinprot. | Conprot. | Sinprot. | Conprot
Lesion Dermatitis | Dermatitis | Dermatitis | Dermatitis | Dermatitis | Dermatitis
Grado * ++ + e + R b
Difuso Difuso Difuso Difuso Difuso Difuso
Extension
Aguda Aguda Aguda Aguda Apuda Aguda
Curso
Ortoquetatinizacion + + + + + +
QUERATINIZACION
Paraqueratinizacién - - - - - -
Macréfagos - - + - ++ ++
*#* Infiltrados
Mononucleares . - - - . .
Linfocitos
Neutrofilos - - - - - .
** Infiltrados
Polimorfonucleares - + - + - -
Células eosinofilicas
Congestidn + - ++ - ++ -
*Vasos sangufneos ) ) ) ) )
Hemorragia -
Normal 4 - + + - +
Proliferacion . + . . + _
Epitelial
Anormal
Necrosis - - - - - -
. Ulceras N B - i + N
Oftras .
Ampulas ) ) N

*Edema: (+) muy leve; (++) leve; (+++) moderado; (+H+) severo.

*#* Cantidad de células: (+) escasas; (++) representativas; (++t) gran cantidad.
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Tabla 30.-Evaluacion Histopatologica de Piel Irradiada con Luz UV-B y Protegida con

Linarina.
TIPO 1 DEM 1 DEM 2 DEM 2 DEM 4 DEM 4DEM |8DEM [3DEM
Sinprot. | Conprot. {Sinprot. | Conprot. | Sinprot. | Con prot. | Sin prot. | Con prot.
Lesion Dermatitis | Dermatitis | Dermatitis | Dermatitis | Dermatitis | Dermatitis| Dermatitig Dermatitig
At et b & et et
Grado * " *
Difusa Difusa Difusa Difusa Focal Bifusa Focal Difusa
Extension
Aguda Apuda Aguda Aguda Aguda Aguda Aguda Aguda
Curso
Ortoqueratinizacién| + + + + + + + +
QUERATINIZACION
Paraqueratinizacion - - - - - - . -
Macrofagos|  ++ - + - ++ + At +
** Infiltrados
Mononucleares - - - - e + . _
Linfocitos
Neutrsfilos - - - - - . . .
** Infiltrados
Polimorfonucteares
+ - bt - it - A+ .
Células eosinofilicas
Congestion - - - - + + ot .
*Vasos sanguineos
Hemorragia . . . - s - s -
Normal + + + + + + + +
Proliferacitn
| Epitelial
: Anormal - - - - - - - -
Necrosis - - - - - - -
: Ulceras - - - . + + + +
. "Otras )
' Ampulag - - - - - . . -

*Edema: (+) muy leve; (++) leve; (+++) moderado; (++-+) severo.

** Cantidad de células: (+) escasas; (++) representativas; (+++) gran cantidad,
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Tabla 31.-Evaluacion Histopatolégica de Piel Irradiada con Luz UV-B y Protegida con

Verbascosido.
TIPO 1 DEM 1 DEM 6 DEM 6DEM | IIDEM | 11 DEM | 22DEM | 22 DEM
Sinprot. | Conprot. | Sinprot. | Conprot. | Sinprot. | Conprot. { Sinprot. | Con prot.
Lesidn Dermatitis | Dermatitis | Dermatitis | Dermatitis | Dermatitis | Dermatitis { Dermatitis | Dermatitis
Grado * +++ + ++ ++ HH+ + et +
. Focal Difuso Difuso Difuso | Multifocal i Difuso | Multifocal | Difuso
Extension

Aguda Aguda Aguda Aguda Aguda Aguda Aguda Aguda
Curso '

Ortoqueratinizacién + + + + + + + +

Queratinizacién . - - - . - - “

Paraqueratinizacién
Macréfagos + + + + 4+ + -+ +
** Infiltrados
Mononucieares
Linfocitos
Neutrdfilos - + - + “ - - -
** Infilrados
Polimotfonucleares
Células eosinofilicas e + - - +++ - -+ 4
Congestidn - - - - - - H+ -
*Vasos sangufneos
Hemorragia i} . i . ) . - i
Normal - + - - - - + +
Proliferacién
Epitelial + . + . + - - -
Anormal
Necrosis - - - - - - - -
*Otras Uleeras - - - + " - A '
Ampulas A - - - * - Hre -

*Edema: (+) muy leve; (++) leve; (+++) moderado; (+++) severo.
** Cantidad de células: (+) escasas; (++) representativas; (+++) gran cantidad.
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De acuerdo con el analisis histopatoldgico, todos los tejidos presentaron algin grado de
dermatitis, probablemente esto se debi6 al manejo de los animales durante el experimento,
sin embargo, los tejidos no protegidos presentaron comportamiento inflamatorio diferente,
en ellos se observd un edema mayor representado por la extension que en la mayoria fue de
tipo focal o multifocal con grado de edema de leve a severo. Este tipo de dermatitis se
manifiesta en la epidermis como edema extra ¢ intra celular, con vacuolizacion, en algunos
cortes se observa separacion del estrato corneo debido a la presencia de liquido (dmpulas),
y también tlceras. En la dermis ¢l dafio debido a la irradiaci6n con luz, UV-B se manifiesta
por una mayor presencia de células eosinofilicas (que pueden ser eosindfilos y/o células
cebadas) y macrofagos. Cabe hacer notar que también algunos de los tejidos no protegidos
mostraron congestion de vasos sanguineos y extravasacion de eritrocitos.

Los tejidos de los animales protegidos presentaron diferencias con relacion a los de los
animales no protegidos, sobresalen los tejidos protegidos con verbascosido, puesto que
aunque estos animales recibieron dosis de radiacion altas no se observa la presencia de
edema epitelial, ni una presencia importante de células que indican inflamaciéon como son
los macrofagos vy las células eosinofilicas.

En todos los casos no se observaron cambios importantes en la queratinizacion, los tejidos
presentaron orto-queratinizacion que es la normal, esto es no se observé la presencia de
célulz;s con nucleo en el estrato corneo.

La evidencia foto-microscOpica mds representativa de los resultados del estudio

histopatoldgico se muestra en las figuras 14, 15,16, 17, 18, 19 y 20.
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Figura 14.- Piel de cuyo sin proteccion y expuesta a 1 DEM. Se observa la
epidermiis (Ep) con edema (E), edema intracelular o vacuolizacién (Ei),
separacion del stratum corneum (8C) y la dermis (D). Tincion Hy E, 400X,

Figura 15.- Piel de cuyo protegida con extracto metanélico de B. scordioides y
expuesta a 2 DEM. No se observa dafio histolégico importante. Clave: epidermis
(Ep), pelo (P), stratum corneum (8C), dermis y glandula sebacea (GS). Tincién H
y E, 400X.
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Figura 16.- Piel de cuyo protegida con extracto metanolico de B. perfoliata y
expuesta a 2 DEM. No se observa dafio histolégico importante. Clave: epidermis
(Ep), stratum corneum (SC), foliculo piloso (FP) y dermis (D). Tincion H y E,
400X.

AR

Figura 17.- Piel de cuyo protegida con Escalol y expuesta a 4 DEM. No se
observan dafios histolégicos importantes. Clave: epidermis (Ep), dermis (D),
stratum corneunt (SC), y misculo aductor del pelo (MA). Tincion H y E, 400X,
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Figura 18.- Piel de cuyo protegida con Acetato de linarina y expuesta a 4 DEM.
No se observa dafio histolégico. Clave: Epidermis (Ep), Dermis (D), stratum
corneum (SC), v glandula sebacea (GS). Tincion Hy E, 400X,

Figura 19.- Piel de cuyo protegida con Linarina y expuesta a 8 DEM. No se
observa dafio histoidgico en la epidermis (Ep), se observa separacién del stratum
corneum (SC) por efecto mecanico, la dermis (D) se distingue normal, ademas, se
observa un foliculo piloso (FP). Tincién H y E, 400X.
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Figura 20.- Piel de cuyo protegida con verbascosido expuesta a 22 DEM, no se
observa dafio histolégico importante en la epidermis (EP), ni en el stratum
corneum (SC), en la dermis (D) se distinguen algunas células eosinofilicas.
Tincién H y E, 400X.

De acuerdo con los resultados obtenidos en los experimentos de evaluacion de la
fotoproteccion, el uso popular de B. scordioides como filtro solar queda justificado. Los
extractos polares de esta planta presentan verbascosido y linatina que proporcionaron foto
proteccion comparable con la de las sustancias fotoprotectoras comerciales, ademds,
también estos extractos contienen saponinas que junto con la linarina podrian coadyuvar a
reducir los sintomas de la quemadura solar puesto que ambas sustancias tienen propiedades
antiinflamatorias (Martinez-Véazquez, 1997; Benito ef al., 1998). El FPS de 3 como el que
se obtuvo para el extracto metanélico de B. scordioides se considera moderado; cabe hacer
notar que los preparados herbales que utiliza la gente pudieran ser similares en composicion

(la gente prepara cocimientos acuosos 6 macerados hidroaicoholicos) al utilizado en los
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experimentos. Las personas que usan la planta trabajan en el campo y generalmente son
morenos (piel tipo III 6 IV segin Pathak, 2000), por lo tanto, para este tipo de piel, la
fotoprotecciéon que proporciona los cocimientos acuosos y/o los macerados

hidroalcoholicos de B. scordioides podrian ser suficientes para prevenir la quemadura solar.
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CAPITULOV
CONCLUSIONES DE LA INVESTIGACION
V- CONCLUSIONES
De las plantas B. perfoliata y B. scordioides se aislaron compuestos que son comunes para

el género Buddleja como la linarina y el verbascésido.

De B. scordioides, se aislaron manitol, o-metilcatalpol y syringina. Esta Gltima se reporta

por vez primera en el género Buddleja.

A B. perfoliata no se le aislaron saponinas y es probable que esta especie no sintetice este

tipo de compuestos.

La B. scordioides que se investigd presenta saponinas derivadas del oleanané, los compuestos
de este tipo que se aislaron fueron: 1a Buddlejasaponina I; el 3-O-a-1.-ramnopiranosil-(1->4)-B-
D~giucopiranosil-(1~—>3)~[B—D-giucopiranosii~(1—-)2)]-{3-D»ﬁlcopirahosil 3,23,28-
trihidroxiolean-11,13(18)-dieno; y el 3-O-a-L-ramnopiranosil-(1-»4)-B-D-glucopiranosil-
(1-»3)-[B-D-glucopiranosil-(1-—2)]-p-D-fucopiranosil 3,16,23,28-tetrahidroxiolean-11,13(18)-
dieno. Las tres sustancias se aislaron como peracetatos, aunque previamente se tuvieron los
datos de IR, RMN y EM de la mezcla de sustancias libres, ademésl, se obtuvieron las agliconas

mediante hidrélisis.

Los extractos metanolicos de ambas plantas presentaron actividad antibacteriana contra S.

aureus y V. cholerae.
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El compuesto activo antibacteriano fue el verbascésido, cuyo efecto letal contra las
bacterias es mediante la inhibicién de la incorporacion de la leucina y con esto su modo de

accion es la alteracion de la sintesis proteinica.

Los extractos metandlicos de ambas plantas presentaron una moderada fotoproteccién

cuando se evalud esta actividad en los modelos empleados.

Los compuestos aislados de ambas plantas y que presentaron efecio fotoprotector en la
region del UV-B fueron el verbascosido y la linarina, ademas, se preparé en el laboratorio

el acetato de linarina cuya actividad fotoprotectora también fue evaluada.

El verbascosido presenté el mayor efecto fotoprotector de las sustancias evaluadas,
protegiendo de més dosis de irradiacion a las bacterias y obteniendo un FPS de 24 en el

modelo usando cuyos.

Los resultados del estudio histopatologico confirmaron los resultados obtenidos en los
estudios de determinacion del FPS, esto es, no se evidenci6 dafio histologico importante en
los tejidos protegidos con las sustancias fotoprotectoras aisladas, en cambio los tejidos no

protegidos presentaron dafio principalmente en la epidermis.

De acuerdo con los resultados, B. perfoliata y B. scordioides poseen actividad
antibacteriana debido a al presencia de verbascosido; ademds, B. perfoliata presenta en su

aceite esencial casi exclusivamente o pineno que tiene propiedades antisépticas, por lo
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tanto, su uso popular como agente antimicrobiano contra enfermedades gastrointestinales
de origen infeccioso queda justificado.

Popularmente se usan extractos acuosos 6 hidroalcoholicos de B.scordioides como agentes
fotoprotectores para prevenir la quemadura solar, los resultados obtenidos confirman este
hecho, puesto que aunque en los resultados se observd una moderada fotoproteccion del
extracto metandlico de B. scordioides (FPS= 3), la presencia de verbascdsido junto con la
de la linarina y de las saponinas en los extractos polares proporcionaria ademas de

propiedades fotoprotectoras, también antiinflamatorias.
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APENDICE I

METODO DE DIFUSION EN AGAR O DE KIRBY —~ BAUER
(Barry y Thornsberry, 1987, Vanden Berghe y Vlietinck, 1991).

Este método se utilizé para valorar cualitativamente la actividad antibacteriana de los
compuestos puros y de las fracciones producto de las separaciones cromatograficas asi
como de los extractos, la metodologfa fue la siguiente:

MEDIO. Se ha seleccionado como medio de cultivo estandar el agar Miieller-Hinton
(Bioxon 110-1), ya que promueve el desarrollo de la mayoria de los aislamientos
bacterianos clinicamente significativos. Es importante que el medio alcance en la placa un
espesor uniforme de 4 mm. Si es més fino, los antibidticos tienden a difundir més en
direccion lateral, aumentando el tamafio de las zonas de inhibicidn; un agar de mas de 4
mm de espesor produce una mayor difusién del antibidtico hacia abajo, con tendencia a
estrechar artificialmente las zonas de inhibicién.

INOCULO. Con un hisopo estéril de poliéster se tocan las superficies convexas de 4 0 5
colonias de apariencia semejante al de los microorganismos a ensayar (Escherichia coli,
Salmonella typhi, Shigella boydii, etc. Se sumerge el hisopo en 3 ml de caldo tripteina soya
(Bioxon III), se enjuaga bien el liquido para descargar todo el material y luego se retira el
hisopo. Se incuba el tubo de cultivo a 37°C durante aproximadamente 2 a 3 horas, o hasta
que la turbidez del medio sea equivalente al estandar N° 0.5 de MacFarland. Esto equivale
a una concentracién de aproximadamente 1.5 x 10° bacterias/ml. El estandar 0.5 de
McFarland se prepara afiadiendo 0.5 ml de sulfato de bario a 99.5 ml de H,SO4 0.36 N
(Hendrickson, 1987). La comparacion de la turbidez entre el esténdar y el caldo con el
organismo en estudio se puede efectuar observandolos contra una cartulina blanca con
lineas negras horizontales, o en su defecto en un espectrofotémetro (Spectronic 21 Milton
Roy) a 660 nm,

Si la suspensién de organismos es menos turbia que el estindar, se afiade solucioén salina
hasta igualaria. Una vez logrado esto, se sumerge un segundo hisopo de poliéster, estéril y
seco en la suspension bacteriana, y antes de retirarlo se elimina el exceso de liquido
haciendo rotar el hisopo contra la pared interna del tubo. Con este hisopo se inocula la
superficie de una placa de agar de Mieller-Hinton. Previamente, de deja que la placa
alcance temperatura ambiente, es aconsejable mantener la tapa entreabierta para permitir la
evaporaciéon de cualquier exceso de humedad de la superficie del agar. Finalmente, se
siembra mediante estria en por lo menos tres direcciones, dando vueltas a la placa en
angulos de aproximadamente 60° luego de cada estrfa. '

Una vez seco el inéculo, la placa de Miieller-Hinton esta lista para la aplicacién de las
muestras a las que se les evaluard su actividad antibacteriana.

APLICACION DE SUSTANCIAS. Para este caso, se utilizaron sensidiscos de 5 mm de

didmetro hechos de papel whatman del N° 5. En todos los casos se hicieron las diluciones
necesarias para que los sensidiscos llevasen la cantidad deseada de producto.
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Al Hevar a cabo la prueba de susceptibilidad, los discos impregnados con las sustancias a
evaluar se colocan manualmente en la superficie del agar. Deben colocarse utilizando una
pinza estéril a por lo menos 22 mm uno de otro y a 14 mm del borde de la placa para evitar
que las zonas de inhibicién se superpongan o se extiendan hasta el margen de la placa. Los
sensidiscos se deben presionar suavemente con una punta de la pinza, cuidando de no
moverlos una vez colocados en su lugar. Sobre cada sensidisco se coloca la concentracion
de cada extracto a evaluar.

PREPARACION DE MUESTRAS. En cuanto a la evaluacién de las fracciones, los
sensidiscos se impregnaron con soluciones valoradas de las muestras hasta llegar a la
concentracion deseada de sustancia por disco; en este caso, se utilizaron solventes como el
_.metanol y el cloroformo para solubilizar los compuestos, para posteriormente impregnar los
discos dejando evaporar el solvente durante 12 horas.

CONTROLES NEGATIVOS. Discos a los que se les agregé metanol, cloroformo o
dimetilsulféxido y que se dejaron evaporar durante 12 horas (al igual que los
experimentales).

CONTROL POSITIVO. Se evalud la sensibilidad de las cepas experimentales a sensidiscos
con antibidtico para bacterias Gram-negativas (Bigaux) encontrandose que kanamicina
presentaba halos de inhibicion dentro de los limites de susceptibilidad reportados (Barry y
Thornsberry, 1987), debido a esto, se utilizaron discos de kanamicina de 30 pg (Bigaux E-
03).

INCUBACION. Una vez preparadas las placas para la prueba de susceptibilidad, se les
coloc6 en una incubadora (aparatos de laboratorio E-51 con termostato) a 35°C, sin mayor
tension de CO;. Es preciso evitar presion de CO, debido a que se puede formar écido
carbénico en la superficie humedecida del agar, provocando un descenso del pH. El
desarrollo de algunos microorganismos es inhibido a pH 4acido, lo cual tiende a estrechar
falsamente la zopa de inhibicion. Asimismo, la actividad de diversos antibidticos puede
aumentar o disminuir con la caida del pH, produciéndose diferencias en las velocidades de
difusién y alteraciones de tas zonas de inhibicion. Se incuban siempre placas con discos sin
sustancias a evaluar como control (control negativo).

INTERPRETACION DE RESULTADOS. Las zonas de inhibicion se midieron con una
regla de calibracion en milimetros. En todos los casos, esta prueba se hizo por triplicado y
se reportaron los valores promedio.
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APENDICE 11

DETERMINACION DE LA CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA (CMI) Y
DE LA CONCENTRACION BACTERICIDA MINIMA (CBM).

METODO DE MACRODILUCION EN CALDO (Jones et al., 1987)
a). PREPARACION DE REACTIVOS Y DILUCIONES.

La solucién con el agente antimicrobiano de trabajo se prepara diluyendo la droga en el
caldo Miieller-Hinton a la mayor concentracion final deseada. La prueba se realiza en tubos
de ensayo de 13 por 100 mm con tapa de rosca o con tapones de algodén. Para un pequefio
nimero de pruebas se preparan diluciones al doble directamente en los tubos, de la
siguiente forma: Se colocan 2 ml de {a solucidn patrén de la droga en el primer tubo de la
serie de diluciones. En cada uno de los tubos restantes se afiade 1 ml de caldo Miieller-
Hinton. Con una pipeta estéril se transfiere 1 ml del primer al segundo tubo. Después de
mezclar bien el contenido del segundo tubo, se transfiere con otra pipeta estéril (en esta y
en todas las transferencias sucesivas) al tercer tubo. El proceso continta hasta el peniltimo
tubo, al que se le quita 1 ml que se descarta. El dltimo tubo no recibe agente antimicrobiano
y sirve de control de crecimiento.

b). INOCULACION E INCUBACION DE LOS TUBOS

Se prepara un indculo que contenga de 10° a 107 UFC/m] (unidades formadoras de colonia
por mililitro) ajustando la turbidez del cuitivo (de aproximadamente 12 horas de
crecimiento) a un estandar de turbidez (en este caso se utilizd el estandar 0.5 de McFarland
correspondiente a sulfato de bario al 10% en agua) posteriormente se diluye 1:200. Se
afiade a cada tubo 1 ml del inéculo ajustado. Finalmente se inoculan los tubos que contiene
el antimicrobiano a diferentes concentraciones y se incuba a 35 °C durante 16 a 20 horas.
Debido a que se trabajaron solo bacterias aerdbicas no se us6 atmdsfera de CO,.

¢). INTERPRETACION DE RESULTADOS

1.2 menor concentracion de antimicrobiano que produce inhibicién completa del desarrolio
visible representa la Concentracién Minima Inhibitoria (CMI). Una turbidez muy ligera o
un pequefio boton de desarrollo o turbidez definida se considera que la droga ha sido
incapaz de inhibir por completo el desarrollo a esa concentracion.

d). DETERMINACION DE LA CONCENTRACION BACTERICIDA Minima (Finegold
y Jo Baron, 1989).

Para determinar la capacidad de un antimicrobiano para matar a una poblacion de
microorganismos se empled el mismo sistema de la prueba de determinacion de la CMI. Se
toma como ntmero inicial de microorganismos el indéculo inicial para dicha prueba,
mediante el sembrado de una serie de diluciones 1:100 sucesivas en placas de agar Miieller-
Hinton. El niimero inicial de UFC se obtiene de contar las colonias presentes 24 horas
después de la inoculacion de las placas tomando en cuenta el factor de dilucion.
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En cuanto se ha determinado [a CMI, se toman 100ul de cada tubo (que representa una
concentracion de antimicrobiano) y se inoculan a placas de agar Miieller-Hinton. El nimero
de colonias que se desarrolla en estos cultivos luego de incubar 24 horas se compara con el
niimero de UFC/ml del inéculo inicial. La CBM es la minima concentracién que permite
sobrevivir a menos de 0.1% del indculo inicial y se denomina Concentracién Bactericida
Minima (CBM).
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APENDICE 111
CURVA DE SUPERVIVENCIA (Curva letal).

Las curvas de supervivencia se determinaron mediante el conteo de microorganismos
viables a diferentes tiempos de desafio contra varias concentraciones de antimicrobiano
{Kubo, 1993).

El desarrollo fue el siguiente:

1.- Se obtiene una poblacién de bacterias de aproximadamente 10%° UFC/ml después de 16-
24 horas de incubaci6n.

2.- Se preparan tubos que contienen el agente antimicrobiano a concentraciones iguales a la
CBM, la CMI, 0.5 CMLI. 0.25 CM1 y ¢l control sin antimicrobiano.

3.- Se inoculan las bacterias en los tubos que contienen ¢l antimicrobiano de tal forma que
cada tubo contenga entre 10" UFC/ml.

4.- Se toman muestras de 0.1 ml de cada tubo desde el tiempo cero, cada hora durante las
primeras 6 horas y posteriormente cada 4-6 horas. A las muestras se les determina el
niimero de microorganismos viables UFC mediante la técnica de diluciones.

5.- Los resultados del desafio se reportan graficando el logaritmo del mimero de

sobrevivientes contra el tiempo de desafio.
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APENDICE IV
TECNICA HISTOLOGICA ESTANDAR

La secuencia de pasos para llevar acabo la téenica histolégica (Elenitsas, et al., 1997 es la
siguiente:

1.- La muestra se coloca en formaldehido al 10%/solucion salina fisiolégica 0.9%.

2.- Se retira el formaldehido-salino.

3.~ Se agrega agua corriente durante 30 minutos.

4.- El tejido se trata con alcohol al 70% durante 24 horas.

5.~ Fl tejido se trata subsecuentemente con alcohol al 80% y al 90%, durante 30 minutos.
6.- El tejido se somete a 2 bafios de alcohol absoluto durante 30 minutos.

7.~ Se retira el alcohol, y Ia muestra se trata con cloroformo-aceite de cedro 1:1 2-3 horas.
8.- El tejido se deja incluido en aceite de cedro 2 dias.

9.~ La muestra se bafia en parafina 2 veces (cada bafio dura 24 horas).

10.- El tejido se trata con paraplast durante 45 minutos.

11.- La muestra se incluye en parafina para formar bloques.

12.- El tejido se corta en el micrétomo a un espesor de 6-8 pm.

13.- La muestra se monta en portaobjetos usando Ruyter.

El Ruyter se prepara mezclando dos soluciones (A y B). La solucion A esta hecha de partes
iguales de acetona y benzoato de metilo y la solucién B consta de agua destilada-albumina
glicerinada 8:2,

La tincién con Hematoxilina y Eosina se lleva a cabo tratando al tejido de acuerdo a la
siguiente secuencia:

1.- Xilol I, 5 minutos.

2.- Xilol 1, 5 minutos. s o “]E I%:i GQN ‘y
Ait 1B Mreimas |
£ .}
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3.- Alcohol absoluto, 5 minutos,

4.- Alcohol 96%, 5 minutos.

5.- Alcohol 90%, 3 minutos.

6.~ Alcohol 80%, 3 minutos.

7.- Alcohol 70%, 3 minutos.

8.- Agua, 10 minutos.

9.- Hematoxilina, 7 minutos.

10.- Agua, segundos.

11.- Alcohot acidulado, segundos.
12.- Agua, segundos.

13.- Agua amoniacal, segundos.
14.- Agua, segundos.

15.- Eosina, 5 minutos.

16.- Alcohol al 96%, tres minutos.
17.- Alcohol absoluto, tres minutos.
18.- Xilol I y Xilol 11, cinco minutos cada uno.

19.- Se monta la muestra empleando resina histologica.

i: TGS 0O
FALLA T% ORIGEN
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APENDICE V
ANALISIS DE LAS CURVAS DE SUPERVIVENCIA DE LAS BACTERIAS
EXPUESTAS AL VERBASCOSIDO,
Los datos obtenidos a partir de los experimentos de desafio, se sometieron al estadistico de
Gomperts para obtener la constante de mortalidad (K) y el coeficiente de determinacién

(R). Los datos que se obtuvieron a partir del conteo de unidades formadoras de colonia se

muestran en la siguiente tabla.

Tabla 32, Bacterias supervivientes expuestas a 800 ug/ml (CBM) de verbascésido.

Tiempo S. aureus
(horas) Logaritmo del
mamero de
sobrevivientes
(n=3)
0 7.8
6.9
8 7.0
12 0
16 0
24 0
28 0
32 0
Tiempo V. cholerae
(boras) Logaritmo del
nimero de
sobrevivientes
. (n=3)
0 7.2
6 5.2
12 0
18 0
24 0
30 0
36 0

.W%";;‘
O"‘?
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Para determinar ¢l comportamiento multiimpacto de las curvas que representaban efecto
bactericida (CBM), se utilizé la parte lineal de la curva y se extrapolé hasta el eje de las

ordenadas. En las siguientes graficas se muestran los resultados del analisis.

Gréfica 12.- Curva de Supervivencia de 8. aurens expuesta a la CBM de Verbascostdo.

Ordenada al origen =21 (= 1x 10" impactos); K= 0.744; R= 0.99

Model: va=7.2%exp{-b*exp(K*v3)}
¥=7.9%axp(-(0.0003932) axp({0. 744281 31'x))

R2=0.99
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Gréafica 13.- Curva de Supervivencia de V. cholerae expuesta a la CBM de Verbascésido.

Ordenada al origen = 10.4 (= 1x 10° impactos); K= 0.53; R= 0.99

Maodel: v2=7.3%exp{-b*exp(K'v1)}
y=7.3"exp{-(0.0137674) exp({{0.5340504)*x}}
R2=0.99

l.og del # de sobrevivientes

. i i i : : i H

0 5 10 15 20 25 30 35
Tiempo (horas)
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APENDICE VI

ESPECTROS
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Espectro 26.- Espectro de RMN de Carbono-13 de la Mezcla de Saponinas Acetiladas,
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Espectro 48.- Espectro HMQC del Compuesto 13,
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Absiract

. We _evaluate the mode of action of verbascoside obtained from Buddleja cordata against Staphylococcus aureus by
kilting kinetics and incorporation of precursors methods. Verbascoside induced lethal effect on S. aureus, by affecting
protein synthesis and inhibiting leucine incorporation. © 1999 Elsevier Science Ireland Ltd. All rights reserved.
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1. Introduction

Several Buddleja species have been widely used
in traditional medicine in many parts of the
world. Roots, barks and leaves of these plants are
used against different kinds of ailments, such as
dysentery and eye or skin inflammation, as well as

* Corresponding author.,

being used -as diuretic and antiseptic agents
(Houghton, 1984).

Buddleja cordata (loganiaceae), known as ‘tepo-
zan’ in Mexico, is a tree which can reach a 20 m
height, and grows in ruderal zones of this country
(Vargas, 1985).

Arciniegas et al. (1997) identified verbascoside
as the antimicrobial agent, which presents an-
tibacterial activity against Stapliylococcus aureus.
This compound derived {rom phenylpropane,

0378-8741/9%5 - sce front matier © 1999 Elsevier Science Treland Lid, Al vights reserved.

PH: SG378-8741(98)00203-7
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which had already been isolated from another

Buddleja species and also showed biofogical activ-
ity against this bacterium: Pardo et al. (1993)
reported: MIC 400 pg/ml and MBC 800 pg/m.

The purpose of this paper is to study the mode
of action of verbascoside on S. aurcus in vitro by
exponential kinetic studies and the use of biosyn-
thetic precursors labeled with tritium: [*H}leucine
in protein synthesis, [*H]jthymidine in DNA syn-
thesis, [Hjuridine in RNA synthesis, and
[Hlsodium acetate in lipid synthesis.

2. Materials and methods
2.1 Microorganism and culture medivm

S aureus ATCC 12398 was grown in Brain
Heart Infusion Broth (Bioxon: 112-1) for stock
cultures and Mueller-Hinton Broth {Bioxon: 260-
1} was used as a test medium due to its low
interaction with the assayed compounds.

2.2. Reagents

[PHISodium acetate (ICN 2200405), [*Hlleucine
(Amersham TRK 683), PHlthymidine (Amersham
TRK 758), ["H]uridine (Amersham TRK 410),
and Chiloramphenicol (Sigma C7795).

2.3, Verbascoside isolation

Dried and ground leaves of 8. cordata (2300 g)
were extracted with hexane, and methanol. The
methanolic portion was evaporated to obtain a
crude syrup (345 g), which was chromatographed
over silicagel, eluting with CH,Cl,~CH,0H (19:1)
followed by increasing concentrations of
methanol; fractions collected with
CH,Cl1,-CH,0H (8:2) afforded a pure amorphous
powder (16 g), [2]3 %" -41.5 (MeOH; ¢ 1.1). UV
At (nm): 208 (4.30), 217 (4.45), 292 (4.10), 329
(4.25). IR VIR {em ~'): 3400 (OH), 2932 (C~H),
1701 (conj. ester), 1631 (C=C), 1604, 1521 (aro-
matic ring). ‘H NMR (DMSO-d,, TMS) § ppm:
0.97 (d, /=6 Hz, 3H, Me of Rha), 270 (¢, /=7
Hz, 2H, Ar-CH,~CH,), 4.36 (d, /=12 Hz, 1H,
H-1 of Glc), 4.72 (1, J=9.6 Hz, IH, H-4 of Gle),
5.03 (d, /=1.t Hz, 1H, H-1 of Rha), 6.21 (d,
J=15.8 Hz, IH, Ar-CH=CH), 6.49-7.01 (6H,
aromatic H), 747 (d, /=158 Hz, 1H, Ar-
CH=CH), 8.69, 8.75, 9.19, 9.62 (4 x OH). Analyti-
cal data were identical to those published for
verbascoside (Zimin and Zhongjian, 1991),

2.4, Exponential killing bioassay

Bioassay was carried out in Mueller—Hinton
broth containing verbascoside at 200, 400, and

rviving {Log)

Cell su
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Fig. L Survival curve for S, aurens cells exposed 1o verbascoside,
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Fig. 2. Inhibitory effect of verbascoside on protein synthesis is
S. aureus.

800 ug/m! concentrations. Posilive control was
chloramphenicol at 30 und 60 pg/mi and nega-
tive control was methanol 100 ul/I0 mi. Initial
inoculum’ was 3 x 107 colony forming units
(CFU) and incubated at 37°C. To count CFU/
ml, samples were taken from each test tube
every 4 h until 24:00 h, Viable cells were

counted by a dilution technique (Lennette et al.,
1987).

2.5, Incorporation of radiouctive precursors
To incorporate each radioactive precursor in

the cell, we proceeded as follows: bacterial cul-
tures were made in 10 ml brain heart infusion

DControl
mExperimental

Inhibition (%).

0 1 200 2 hours

Concentration of verbascoside (ug/mi)

Fig. 3. Inhibitory effect of verbascostde on RNA synthesis in
S. aureus.

Control
EExperimental

Inhibition (%}

wo 1 200
Concentration of verbascoside (yg/ml}

Fig. 4. Inhibitory action of verbascoside on DNA synthesis in
S. aureus.

broth and were incubated during 12 h at 37°C
(Thelce Laboratory Oven Model 160). When
bacterial growth reached the exponential phase
(0.2 absorbance at 600 nm in a Spectronic 21
Milton Roy Company) the culture was diluted
ten times. Five units of bioassay were prepared
{threc experimental and two controls). Experi-
mental units were added with verbascoside at
100, 200, and 400 pg/mli concentrations (1/4
MIC, 1/2 MIC, and 1.0 MIC). One control unit
was methano] 100 pl and the other was the bac-
terial culture; then radioactive precursor was
added at 3.7 Kbq (0.1 pCi/ml) concentration.
Both experimental and control units were in-
cubated at 37°C, and aliquots (1.0 ml) of each

LControl
EExperimental

inhibition (%)
-]

7 hours

-Vl
13 4007
Congentration of verbascoside (bg/mi)

00 1 200

Fig. 5. luhibitory action of verbascoside on lipid synthesis in

S. awreus.
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upit were tauken at L0, LS and 2.0 b Samples
were centrifugated duoring [0 min at 3500 rpm,
and the supernatant { 2 [.0 ml) was suspended in
scintillation liquid (9.0 mb) (Ready organic TM
Beckman).

Radiouctivity was determined by scintillation
counter {Beckman LSOOOSE). Samples were
monitored during | min. The percentage of pre-
cursor absorbed by bacteria was calculated by the
proportion of remuaining radioactive quantity at
each test time. Five replicates were carried out for
cach radioactive labeled precursor (Mori et al.,
{987). '

3. Results

3.4, Exponential killing bioassay

Verbascoside acts as bacteriostatic agent when
applied to bacteria at the same or lower MIC
doses (Fig. 1), but at equal MBC doses, produces
an exponential killing curve of several hits (Davis
and Dulbecco, 1973). Chloramphenicol doses
were ten-fold lower than verbascoside. Lethal el-
fect does not exist during the first 8 h, but cell
mortality increases notably after this time until
12:00 h.

3.2. Made of action

Mode of action of verbascoside is displayed in
Figs. 1-5. Attention is focused on protein synthe-
sis beeduse there was not evidence of inclusion of
F*H}eucine into the cell (Figs. | and 2), whereas in
the other radioactive precursors studied alter-
ations are not observed, that is, incorporation of
metabolites fabeled with trittum. Accordingly, we
conclude that the mode of action of verbascoside
is the inhibition of protein production, since
leucine is an important metabolite in protein
-synthesis.

Several alterutions could occur in the cell mem-
brane transportation, or in the passing through
the cell wall, however, it is importat to carry out
experiments with verbascoside fabeled so that
evaluate ils effect on bacterium structures,

4. Discussion and conclusion

From our results we can see that exclusively
protein synihesis is the pathway strongly affected
by verbascoside, because almost all leucine ab-
sorption is obstructed.

Introduction of the other precursors into the
bacterial cell is not affected, for that reason, we
think verbascoside kills this kind of bacteria by
inhibiting the admission of leucine, and hence the
protein synthesis.

With regard to the killing kinetics, it is only
recognized that verbascoside affects several im-
portant sites in any metabolic or structural targets
ont the bacterial cell.
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1. Subject and source

Buddleja scordioides HBK., Buddliejaceae (Hutchinson, 1973, p. 403) is a shrub
from the Chihuahuan desert of northern Mexico and western Texas.

The aerial parts of B. scordioides were collected in Dr. Arroyo Nuevo Ledn, Mex-
ico, in November 1998. A voucher specimen was deposited in Izta Herbarium of
the UNAM Campus [ztacala (Izia 26140).

2. Previous work

Previous phytochemical investigations on Buddleja led to isolation of flavonoids
(Arciniegas et al., 1997; Harborne and Williams, 1971), iridoids (Duff et al., 1965),
phenylpropanoids (Houghton, 1984), sesquiterpenes (Yoshida et al., 1976, 1978a,b)
and saponins (Ding et al,, 1992; Emam et al., 1997; Yamamoto et al,, 1991). No
previous phytochemical work has been reported on B. scordioides.

* Corresponding author, Tel.: +52-5-622-4412; fax: +52-5-616-2217.
E-mail address: alrovi@correo.unam.mx (A. Romo de Vivar).
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3. Present study
3.1. Extraction and isolation procedure

Dried and ground aerial parts of B. scordioides (2000 g} were extracted success-
ively with hexane, FtOAc and MeOH. The MeOH solution was concentrated at
reduced pressure to yield 303 g of residue (15.15%). This was applied to a silica
gel column and eluted with CH,Cl,, CH,Cl,-MeOH 9:1, CH,Cl~-MeOH 3:2 and
MeOH. The CH,Cl,-MeOH (9:1 and 3:2) fractions afforded O-methylcatalpol (Duff
et al., 1965), verbascoside and linarin (Arciniegas et al.,, 1997). Syringin (1), which
was identified by its physical and spectral data (Della Greca et al.,, 1998; Niwa et
al., 1988), is reported here for the first time as a constituent of a Buddleja species.
Mannitol was isolated in 0.6% yield.

The more polar fractions gave a mixture of saponins that were purified by
Sephadex LH-20 eluting with MeOH. The spectroscopy of this mixture and
especially the mass spectrum indicated the presence of at least three different com-
pounds. Acid hydrolysis of the saponins mixture gave two aglycones: saikogenin A
(2) and 3,23,28-trihydroxyoleana-11,13(18)-diene (3) (Knight, 1974; Tori et al,
1976). The Rf of the sugars corresponded to D-glucose, L-thamnose and p-fucose
{Hansen, 1975).

Acetylation of the mixture afforded a peracetates mixture whose mass spectrum
(by fast atom bombardment-mass spectrometry; FAB-MS) showed molecular ions
peaks at miz of 1618, 1676 and 1634, which correspond to the acetates 4, 5 and 6,
respectively. These were separated by high-performance liquid chromatography
(HPLC,; u-Porasil preparative column, ¢luted with hexane-EtOAc 1:1, isocratic flow
10 mi/min, detected in ultraviolet at 250 nm}) and their structures established by mass
spectrometry and by one-dimensional and two-dimensional "H and '*C nuclear mag-
netic resonance (NMR} experiments.

The 'H — NMR spectrum of the acetate 4 showed signals at §(ppm) of 6.40 (dd,
J=113Hz, H-12) and 558 (d, J= 105 Hz, H-11) corresponding to the
11,12,13(18)-diene. The signals of two AB systems are atiributed to C-28 (6 =
4.00, d and 4.17, d; J = 11 Hz each) and C-23 (6 = 4.07, d and 4.24, 4; J =
11.5 Hz each). The C — NMR shows the signals of the 11,12,13(18)-diene at
& = 12543, 126.58, 133.28 and 137.13 ppm, and those of the hydroxymethylenes
at & = 65.9 (C-23) and 65.5 (C-28) ppm.

The 'H — NMR spectrum of compound § was very similar to that of 4 except
for the H-16 signal, which was downfield shifted (6 = 5.42 ppm) due to the presence
of the acetoxy group. Also, the *C ~ NMR spectrum was very similar except for
the signal of C-16.

Compounds 4 ([a] = —7.5) and 5 ([aJ = —10.5) were identified as the
peracetate of 3-O-t-L-thamnopyranosyl-(1—4)-B-p-glucopyranosyl-(1—3)-[B-p-
glucopyranosyl-(1-+2)]-B-p-fucopyranosyl-3,23,28-trihydroxyoleane-11,13(18)-diene
(Ding et al, 1992) and 3-O-¢t-L-rhamnopyranosyl-(1—4)-B-p-glucopyranosyl-
(1—3)-[B-p-glucopyranosyl-(1—2)]-B-p-fucopyranosyl-3,16,23,28-tetrahydroxyoleane-
11,13(18)-diene (Yamamoto et al., 1991), respectively.

24
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Compound 6 ((]F = + 27.7) should correspond to the peracetate of buddlejasa-
ponin 1. It presents C-28 and C-23 as triplets at § = 73.16 and 65.32 ppm, respect-
ively, which do not differ significantly from the chemical shifts reported for similar
atoms of buddiejasaponin I (Yamamoto et al., 1991).

4. Chemotaxoromic significance

Although the oleanane glycosides have been found in three different Buddleja
species, this is the first report of their presence in an American Buddleja species.

Phenylpropanoids such as verbascoside are common constituents of Buddleja spec-
ies; nevertheless, this is the first time that syringin has been isolated from a Buddleja.
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Abstract
The aim of this study was to determine the photopr_otective properties Qf the methanolic extract of
B. scordioides, as well as, verbascoside, linarin, and linarin acetate, which are UV-B absorbing
compounds. The photoprotective effect of substances against UV-B induced cellular death was
evaluated through challenge experiments using Escherichia coli. Verbascoside and linarin acetate
showed the highest protection against UV-B induced bacterial death. The sun protection factor
(SPF) of methanolic extract, linarin, linarin acetate, and verbasc_o_side were evaluated by means of
guinea pig bioassays. Verbascoside showed the largest SPF. Histopathological studies were also
carried out.

Keywords: B. scordioides, verbascoside, linarin, photoprotective activity, sun protection factor.
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1. Introduction
Exposure to UV radiation from the sunlight constitutes the main factor in skin cancer
development. There is strong evidence that wavelengths within the UV-B (280-320 nm) are the
most carcinogenic agents in man and animal models. The UV-B radiatign reaches the terrestrial
surface with‘higher intensity as a consequence of the ozone layer depigtion (Brash, et al. 1991)
thus increasing the risk of skin cancer such as basal and squamous cell carcinomas. Skin cancer is
one of the major public health problems in the United States, and othér countries v?ith a
significant population of fair-skinned individuals. In the past decade, the inc_idence_ of non-
melanoma skin cancer in the United States was 900,000 to 1.2 million cases (Miller and
Weinstock, 1994). Because of the impressive increasing in the incidence of non-melanoma skin
cancer, the frequent use of sunscreens has been recommended. Recent studies in humans support
this recommendation (Naylor, et al. 1995). Green tea polyphenols and extracts of 4loe
* barbadensis have been used to prevent sunburns (Elmets and Young, 1996, and Wang, et al.
1991).
Buddleja scordioides HBK., Buddiejaceae, is a shrub, which grows in the Chihuahuan desert
(Rzedowski and Rzedowski, 1985). Decoctions of this plant are used orally or topically for
treatment of several illnesses such as diarrhea, headache, and hurts. (Aguilar, et al. 1994). In the
surroundings of Dr. Arroyo, Nuevo Ledén México, where B. scordioides is known as “escobilla”,
the outdoor workers use infusion of its aerial parts as sunscreen (personal communication).
In the present study we isolated UV-B absorbing compounds of B. scordioides and evaluated

their photoprotective activity using bacteria and guinea pig models.
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2. Methodology

2.1. Plant material.
The aerial parts of B. scordioides were collected in Dr. Arroyo Nuevo Ledn, México, in
November 1998. A voucher specimen was deposited in Izta Herbarium of the FES-Iztacala

UNAM (Jzta 26140).

2.2. Extraction procedure.
Dried and ground aerial parts of B. scordivides (2000 g) were extracted successively with
Hexane, EtOAc, and MeOH. The MeOH soiutibn was concentrated at reduced pressure to yield
303 g of residue (15.15%), 3g from these amount were emplcyed for photoprotective
~ experiments. 300 g of MeOH extract was applied to a silica gel column and eluted with CHyCl,-
- MeOH 19:1, followed by increasing concentrations of methanol. The CH,Ch-MeOH (9:1 and
8:2) fractions afforded linarin and verbascoside (3 g and 11 g, respectively) as UV-B absorbing
compounds.
' Linarin (Fig. 13, 1) (3.0 g): mp. 273-274 °C, UV Ayz (MeOH) (nm) 334 (4.27); [a]p**": -99.1°
(AcOH; C 1.0); IR Viax (KBr) cm™': 3350 (OH), 1650 (C=0), 1610 (C=C); 1590, 1560, 1500
(aromatic ring)."H NMR (DMSO-dg, TMS) 8 ppm: 1.13 (d, J=6.1, 3H Me of Rha), 3.2 - 4.8 (14
H sugars), 5.11 (d, J=7.2, 1H, H; of Glc), 5.26 (s, broad, 1H, H, of Rha), 6.5 (d, /=2.18, 1H,
aromatic), 6.84 (d, J=2.18, 1H, aromatic), 6.99 (s, 1H, vinyl), 7.2 td, J=8.86, 1 H, aromatic), 8.1
(d, J=8.86, 1H, aromatip), 12.96 (s, 1H, OH). Physical and spectroscopic data are identical to

those published for Linarin (Baker et al., 1951; Geisman, 1962).
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experimental unit. The experimental units were irradiated with an UV-B .lamp (312 nm,
Spectroline EB-280C). The distance from the lamp to the experimental units was 15 cm (Russell,
1992). The energy output of the lamp at this distance was measured with an International Light
model 700 A research radiometer. Irradiation dose was 0.85 J cm™. Survivor’s number was
detected in accordance with the dilution method (Eisenstadt et al., 1994) at different time periods.
The photoprotective substances were methanolic extract of B. scordioides, verbascoside
(dissolved in MeOH), linarin (dissolved in DMSQ), and linarin peracetate (dissolved in CHCly).
The positive control was escalol (ethylhexyl-methoxycinnamate, ISP VAN DIK) and the negative

controls were the solvents used for dissolving the photoprotective substances.

2.3.2. Guinea pig sun protection factor (SPF) measurements.

~Dorsal skin of guinea pigs was shaved with electric clippers (Oster Mod. 274-01) and then
depilated with lotion hair remover (Velvinette-Wella). The skin was rinsed under warm tap water
and dried with a towel. After 16 h, dorsal skin was treated with 2 mg/cm? of photoprotective
substances or with vehicle (setting gel-Stil Net) or was left untreated. Animals (n=5 per tratment
group) were then wrapped with 7.5 cm wide tape (Tuk. M.R. #4) containing six 2.0 cm’ exposure
windows (three windows on each side of the spinal lii{é). The adhesive side of the tape covering
the dorsal skin area was coated with aluminum fold to prevent reddening of the skin (from
adherence of the tape to that skin region). The time between topical treatment and irradiation with
UV-B was aproximately 15 min.

Animals were placed under a bank of 5 UV-B lamps (312 nm, Spectroline EB-280C) positioned
15 em above their backs. The irradiance at this distance was of 0.85 J cm™ measured with an
International Light model 700 A research radiometer. Irradiation times of the six exposure

windows on each animal were set to bracket the suspected SPF of the substance being tested.
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3. Results

3.1 Protective effect against UV-B induced cell death .

In the course of our research we determined the photoprotectwe act1v1ty of methanolic extract of
B. scordtozdes F1 g. 1 shows that the methanohc extract had Thore photoprotectwe activity than the
negative control (Fig._' 2), but less than positive control (escalol F_i_g_-. 3). The results also showed
that the bacteria pdpﬁlation (= 108 cells/ml), protected w1th mé.tﬂa.nc')lic extract of B. scordioides,
reached cell death at 37-65 min interval; negative and positive control, iﬁ turn (Figures 2 and 3),

reached cell death at 180 sec and 65-130 min intervals, respectively.

Figure 1. Photoprotection of methanolic extract of B.
scordivides against UV-B (312 nm) lrradiatzon on E. coh
: : s (K»- D .06, R~square 0. 97)
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Figure 2. Cellular death of E. coli by UV-B irradiation {312 nm}
(K= 0.024, R-square= 0,92}
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Figure 3. Photoprotection of escalol against UV-B irradiation (312 nm} on £
coli.
(K= 0.060, R-square= 0.99)
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The UV-B absorbing compounds linarin (Fig.13, 1) and verbascoside (Fig. 13, 2) were isolated
from the methanolic extract of B. scordioides, and linarin acetate (Fig. 13, 1a) was prepared in
our laboratory. Table 1 shows A max and extinction coefficients of linarin, linarin acetate, and
verbascoside. These compounds were tested for their protective effect against UV-B induced cell
death. Figs. 4, 5, and 6 show the photoprotective effect. Linarin acetate and Verbascoside

protected bacteria more efficiently than positive contzol and methanolic extract, Bacterial




population protected by these compounds reached cell death until 125-250 min interval, while

bacteria protected with linarin reached cell death until 40-80 min interval.

S _ F‘gure 4. Photoprotectmn of Imarme acetate against UV~B (312 nm)
LR S ieradiationon Eocolil
' : ' (K—- e 019, R-square o 99}

log # survivors

time (minutes}.

: " Figure 5. Photoprote ction of verbascoside against UV-B (312 nm)
frradiation on E. coli.
. (K= 0.025, R-square= (.99},
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Figure 6. Photoprotection of linarin against UV-B (312 nm)
irradiation on £ coli .
(K= 0.051, R-square=0.96)
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3.2 Guinea ng &ttﬁ'}fo’féétioﬁfdcibe (SPF) .

The SPF values of the tested sttbstances were determined by guinea pig experiments (Table 2).
Negative control {guinea pigs protected only with vehicle)} showed perceptible erythema at 20 £ 2
min, this time was eonsidered 1 SPF. Methanolic extract had the smallest SPF; probably due to
low concentration of the photoprotective compounds in the extract. Verbascoside was the
substance with the highest photoprotective activiw; its SPF was of 24 £ 0.7 retarding the erythema

appearance. untﬂ 440 x 14 min. Lmann acetate protected slﬂn in s:mﬂar manner than positive

control (escalol) The.SPF obtamed for lmann was of 9 i O 3

According to Fnedman test there were 31gn1ficant dlfferences m each treatment Wilcoxon test
showed 51gn1ﬁcant dlfferences between negatlve controi and expenmentai substances during the
time of effective photoprotection (Table 3), consequently the SPF values obtained from UV-B

absorbing substances are reliable.
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3.3 Histological changes

Biopsies were taken from _irr_a'd_ia_ted zones corresponding to maximum irradiation titrig w1thout
MED of each fl_r';e_.atment. P.‘ig.. 7 shows a sklin tissue exposed to UV-B radiation correspondmgto I
MED w1thout ﬁﬁbtoprotéctot subsfénce (only vehicle). This histological photograph shows a
zone of .é:;:).i&ef;hal changes such as intracellular edema, vaguoiiza.tii:q}ri,f and stratum comeum
detacz‘;‘ﬁ.f.h:é‘nt.. These phenérﬁehé:éfé_blassi'(:él of UV-B 1rrad1at10nburn(L0We andFrlediander, :.

1997).

photoprotection. It shows epidermis (Ep) with edema (E), intracellular edema (IE)
(vacuolization), and stratum corneum (SC) detachment (H and E stain 400 X).

Fig 8. Guinea pig skin protected with Fig 9. Guinea pig skin protected with Linarin Acetate
MeQH extract of B, scordivides
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" Fig 12, Guinea pig skin protected with Verbascoside

Figures. 8, 9, 10, 11, and 12 show skin tissue sections of guinea pigs protected with: methanolic
extract of B. scordioides (40 minutes of exposition), Linarin acetate (80 minutes of exposition),
Escalol (80 minutes of exposition), Linarin (160 minutes of exposition) and, Verbascoside (440
minutes of exposition), respectively (H and E stain 400 X). The epidermis and dermis did not-
show pathological changes, key: epidermis=Ep, dermis=D, stratum corneum=SC, pilose
follicule=PF, hair=H. s U Ut F




Figs. 8, 9, 10, 11, and 12 show skin tissue of guinea pigs protected with methanolic extract of B,
scordioides (40 minutes of exposition), Linarin acetate (80 minutes of exposition), Escalol (80
minutes of exposition), Linarin (160 minutes of exposition) and, Verbascoside (440 minutes of
exposition), respectively, in all skin tissue preparations there were not evident histological

changes.

RO

Figure 13. Structures of UV-B absorbing compounds obtained from B. scordioides.
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4, Discussion

The photoprotective activity of methanolic extract of B. scordioides was determined (Fig. 1). The
methanolic extract had more photoprotective activity than the negative control (fig. 2), but less
than the positive control (escalol fig 3).

The UV-B absorbing compounds linarin and verbascoside were isolated from the methanolic
extract of B. scordioides and linarin acetate was prepared. Linarin acetate and verbascoside
protected bacteria more efficiently than methanolic extract, positive control, and linarin. Their
mortality rates (K) 0.019 and 0.025 respectively were lesser than those obtained for methanolic
extract and positive control (both with K=0.06), and linarin (K=0.051). The low value of K for
negative control (0.024) apparently contradicts its mortality time (180 sec), this could be
explained to the low slope obtained in regression analysis for this experiment, and is not
comparable with the other experiments because the mortality time scale is different (seconds for
negative control, and minutes for the others). Likewise the extinction coefficients correlated with
photoprotection: the larger extinction coefficient, the larger photoprotection in cellular death UV-
B induced experiments using bacteria.

Methanolic extract had the smallest SPF; probably due to low concentration of the photoprotective
compounds in the extract. In contrast with photoprotection in bacteria experiments, linarin had
larger SPF than linarin acetate; probably linarin acetate is absorbed across the skin due to its high
lipofilicity.

In all cases; methanolic extract of B. scordioides, isolated compounds, and positive control
protected the skin tissue from irradiation burn because there was not evidence of histological
changes, while negative control exhibited cellular (vacuolization) and vascular inflammatory

alterations {edema), as well as stratum corneum detachment.
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Verbascoside was the best photoprotector compound because protection against cellular death and
SPF values were greater than those obtained from liﬁarin, linarin acetate, and escalol. In
accordance with Elmets and Young, 1996, the sunscreens should have two activities: first, to
furnish a SPF higher than 15 and, second, to have antioxidant properties. Verbascoside could be a
good sunscreen because its SPE is higher than 15,and it has antioxidant and wound healing

properties (Mensah et al., 2001).

5. Conclusion

The present work correlates the popular use of B. scordioides with its photoprotective effect.
The methanolic extract of B. scordioides has photoprotective activity, this may be explained by
the presence of absorbing UV-B compounds in the extract such as Verbascoside and Linarin,

We conclude that Verbascoside had the best photoprotection quality of the tested compounds.
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TABLE 1. Absorption maxims (A max) and Extinction Coefficients of isolated compounds.

Compound T A max (nm) Extinction Coefficient
Linarin | 334 18,832
Linarin ac¢tate — . | 320 .. 32,335
Verbascosi.d.é. : — | 291 y 332 26,130y 35,113




TABLE 3. Statistical significance according to Friedman and Wilcoxon test.

Friedman Test:
MeOH EXTRACT VERBASCOSIDE LINARIN LINARIN ACETATE ESCALOL
of B. scordioides :
$i=10.78 x=375 28,27 12827 1=28.27
p<0.05 p<.003 p<0.005 p<0.005 p<0.0058

Wilcoxon test:

MeOH EXTRACT VERBASCGSIDE LINARIN LINARIN ACETATE ESCALOL
of B. scordivides :

MED {P-value) MED  (P.value) MED  (P-value) MED  (P-value) MED (P-value)
1-2 0.046 i-2 0.025 1-2 0.025 1-2 0.025 1.2 6.025
1-3 0.083 n.s. 1-4 4.025 14 0.046 1-4 0.046 1-4 0.025
1-8 0.083 n.s. 1-8 0.625 i3 0.025 1-5 0.317 ns. 1-5 0.083 0.5, -
1-16 0.157 n.s. i-i6 0.025 1-9 0.157 ns. 1.8 0.500 n.s. 1-8 0.083 n.s.
1-20 0.157 ns. 1-22 0.025 1-16 0157 ns.  1-16 0.500 n.s.

1-24 0.083 ns. 1-22 0.317 ns,
1-32 0570 n.s. 1-28 8.059 n.s.

n.s.= no significant difference



TABLE 2. SPF measurements in guinea pigs

Substance ' SPF Exposition time

(2 mg/em®) witout erythema (min)
Methanolic extract _

of B, scordivides 3+£0.09 40 £ 1.8
Verbascoside 2407 440 £ 14
Linarin 9403 160 6

Linarin acetate 5402 804

Escalol 5£0.1 80+2




