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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
Buddleja scordioides crecen en la República Mexicana, siendo B, perfoliata endémica de nuestro
país. 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 además de emplearse para la curación de
diarreas de origen infeccioso, también es utilizada para prevenir las quemaduras solares.
El objetivo del presente trabajo fue el estudio químico de las plantas B. perfoliata y B.
scordioides, y la evaluación de las actividades antibacteriana y fotoprotectora de sus principales
metabolitos secundarios.
De ambas plantas se aislaron metabolitos secundarios mediante métodos cromatográficos. Las
estructuras de los compuestos aislados se establecieron mediante técnicas espectroscópicas (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
identificación de las estructuras. De B. perfoliata se aislaron a-pineno, linarina y verbascósido,
las dos últimas son sustancias comunes en el género Buddleja. De B. scordioides se separaron e
identificaron verbascósido, linarina, o-metilcatalpoi, syringina (esta última se reporta por vez
primera en el género Buddleja) y tres saponinas derivadas del oleanano; una de ellas presentó 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 ios casos, las saponinas presentaron unida en la
posición tres de la aglicona la misma cadena sacárida dispuesta de acuerdo al siguiente orden: a-
L-rarnnopiranosil-(1^4)-p-D-glucopiranosÍl-(l->3)-[p-D-glucopiranosil-(l^-2)]-p-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 determinó la actividad antibacteriana mediante la técnica
de difusión en agar, siendo activos los extractos metanólicos contra Staphylococcus aureus y
Vibrio cholerae. El compuesto activo contra estas bacterias y que se aisló de los extractos fue el
verbascósido. La Concentración Mínima Inhibitoria (CMI) y Bactericida Mínima (CBM) del
verbascósido se calculó de acuerdo al método de dilución en caldo siendo de 400 y 800 fig/ml
respectivamente. Se realizaron experimentos de desafío para obtener las curvas de supervivencia
de las bacterias expuestas al verbascósido, los resultados indicaron que el verbascósido a dosis
iguales a la Concentración Mínima Inhibitoria tiene efecto bacteriostático y es bactericida con
cinética multiimpacto a dosis equivalentes a la CBM. El modo de acción del verbascósido se
estableció con base en experimentos de incorporación de metabolitos marcados con tritio y que
son esenciales en las vías metabólicas primarias de la bacteria. El verbascósido inhibe la
incorporación de leucina 3H entre el 90-100% y el 40-80% en S. aureus y V. cholerae
respectivamente. De acuerdo con estos resultados, se concluyó que la vía metabólica que daña el
verbascósido es la síntesis de proteínas.

La actividad fotoprotectora de los extractos y de los cromóforos fue evaluada mediante
experimentos de desafío en los cuales se utilizaron bacterias expuestas a radiación UV-B con y sin
protección. El factor de protección solar (FPS) se estableció en conejillos de indias (cuyos)
utilizando la metodología propuesta por Bissett Finalmente, se realizó una evaluación
histopatológica de la piel de cuyo expuesta a radiación UV-B con y sin protección.
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Los resultados indicaron que los microorganismos (10 bacterias/mi) expuestos a la radiación sin
protección mueren a los 3 minutos de exposición, en cambio las bacterias protegidas con los
extractos metanólicos de B. perfoliata y B. scordioides alcanzaron la muerte de toda la población
hasta los 64 minutos. De los extractos metanólicos se aislaron verbascósido y linarina como
cromóforos, además, se preparó el acetato de linarina. El verbascósido y el acetato de linarina
protegieron de la muerte por irradiación 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 verbascósido presentó el mayor Factor de Protección Solar (FPS= 24), seguido de la linarina
(FPS= 9) y del acetato de linarina (FPS= 5). Los extractos metanólicos de ambas plantas
protegieron a los cuyos escasamente de la formación de eritema, puesto que apenas tuvieron un
valordeIFPS=3.
A nivel histológico, las muestras de piel de cuyo sin protección mostraron el cuadro clásico
debido a la quemadura por irradiación con luz UV-B. La epidermis presentó separación del estrato
córneo, úlceras y edema. Los queratinocitos exhibieron edema intraceiular (vacuolización). En la
dermis hubo congestión de vasos sanguíneos, extravasación de eritrocitos e infiltración de células
eosinofílicas. Las muestras de piel tratadas con las sustancias fotoprotectoras e irradiadas con
dosis menores a las necesarias para alcanzar el FPS no presentaron daño histológico evidente.
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ABSTRACT
The majority of the Mexican Buddleja species (Iocally known as "tepozanes") are traditionally
used to treat several díseases. Buddleja perfoliata, which is endemic to México is used to disinfect
wounds and to cure gastrointestinal diseases of bacterial orígin whereas B. scordioides (escobilla)
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 producís.
The structures of the isolated compounds were established based on conventíonal spectral studies
including 2D NMR techniques, COSY, DEPT, HETCOR, HMQC and HMBC.
B, perfoliata afforded the known compounds cc-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
oíeanane skeleton, the other saponins contain an 11,13(18) diene.
The three saponins have at C-3 the same saccharide chain: a-L-rhamnopyranosyI-(l->4)-p-D-
glucopyranosyl-(l->3)-[p-D-glucopyranosyl-(l^-2)]-p-D-fticopyranosyl-aglycone.
B. perfoliata worked up as B. scordioides did not afford triterpenoid saponins.
The extracts of both plants were tested for antibacteria! 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 Mínimum Inhibitory
Concentration (MIC) and Minimal Bactericidal Concentration (MBC) of verbascósido were
calculated according to the broth culture dilution method resulting in 400 and 800 ug/ml
respectively. Challenge experiments were carried out in order to obtain the survivaí 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 incorporatíon of
tritiated precursors. Verbascoside inhibited the 3H 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 ín guinea pígs according to Bissett's method. A
histophatological study was carried out with protected and non-protected guinea pig skin.
The results obtained showed that the bacteria population (» 108 cells/ml), protected with
methanolic extracts of both plants, reached cell death at 64 minutes, while non-protected bacteria
died in 3 minutes. Linarin acétate 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 celí 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 valué of linarin acétate SPF was 5.
The histological photographs of non-protected guinea pig skin showed a zone of epidemial
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
puré compounds and irradiated with lower doses than SPF, did not show important histological
changes.
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INTRODUCCIÓN

El género Buddleja, cuyo nombre fue asignado en honor de Adam Buddíe, 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 árboles pequeños o arbustos que crecen en las tierras

tropicales de América, Asia y África (Norman, 1967).

Los usos medicinales más 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 vías respiratorias altas (INI,

1994). Existen pocos estudios químicos y biológicos que permitan correlacionar los

compuestos químicos 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 popularmente se utiliza para desinfectar heridas y contra

padecimientos del tracto digestivo.

B. scordioides habita en el centro y norte de! país, 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 exposición a la radiación solar (comunicación personal).
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El propósito del presente trabajo fiie realizar un estudio fitoquímico tendiente a aislar e

identificar los principales metabolitos secundarios de B. perfoliata y de B. scordioides^

además de evaluar la actividad antimicrobiana y fotoprotectora de los compuestos aislados.



CAPITULO I

ANTECEDENTES GENERALES Y JUSTIFICACIÓN.

I X ESTUDIOS FITOQUÍMICOS DEL GÉNERO BÜDDLEJA.

Uno de los géneros de plantas que tienen amplia distribución, 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 hábitats, incluyendo zonas perturbadas por efecto de la

urbanización. Las especies más comunes son B. asiática, 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 disentería, como agentes

cicatrizantes, antiinflamatoríos, diuréticos, antisépticos, analgésico-sedativos,

hepatoprotectores, antiulcerogástricos y abortivos (Houghton, 1984). Los estudios

fitoquímicos realizados en este género han revelado la presencia de gran variedad de

compuestos, entre ellos:

- Monoterpenos: citroneloi, p-cariofileno, óxido de p-cariofileno (Garg, and Dengre,
(1992).

- Sesquiterpenos: buddleinas A, B y C que son citotóxicas y buddleinas D y E no tóxicas
(Yoshida et al, 1976; Yoshida et al., 1978). Además de dihidroxibuddleina A,
buddledona A, y buddledona B que poseen actividad antiinflamatoria (Liao, 1999)

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

- Esteróles: p-sitosterol y estigmasterol (Chawla et al, 1981; Houghton, Í984).

- Triterpenos: p-amirina, acetato de p-amirina (López et al, 1979).

- Saponinas: mimengósidos A y B (Ding et al, 1992). buddlejasaponinas Í-IV
(Yamamotoe/a/., 1991).



- Flavonoides: acacetina, linarina, kaempferol, quercetina, luteolina, rutina, saivigenina, 6
y 8 hidroxiluteolina, 7-O-glucósido de escutellareina, 7-O-rutinósido de acacetina, 3-O-
rutinósido de quercetina (Harborne and Williams, 1971; Marín et al, 1977).

- Iridoides: aucubina, catalpol, metilcatalpol, biridósído (Duff et aly 1965; Houghton,
1985; Mansoor et al., 1992), acetil glicósidos de iridoide (Miyase et al, 1991).

Iridoides unidos a lignanos: 6-feruloílajugol (Yamanioto et al., 1993)

- Fenilpropanoides: ácidos cafeíco, ferúlico y p-cumáríco, verbascósído, martinósido,
jionósido, angorósido (Houghton, 1985).

- Fenií etanoides: 2-(~4-hidroxifenil) etil lignoserato, 2-(-4-hidroxifenil) etil dodecanoato
(Houghton, 1985), glicósidos feniletanoides (Yamamoto et ai, 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 (I) (Roeder et al., 1985).

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

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

Entre los compuestos químicos encontrados en & parviflora por Arciniegas en 1997 se

encuentran: verbascósido, aucubina y metil catalpol. Además, Martínez-Vázquez 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 año

2000 aislaron esteres de ácidos grasos de cadena larga unidos al 2-(4' hidroxifenü) etanol;

el éster lignocérico correspondiente presentó actividad anti-micobacteriana.

1.2. DESCRIPCIÓN BOTÁNICA.

La planta Buddleja perfoliata HBK se distribuye en los estados de San Luis Potosí,

Querétaro, Hidalgo y Puebla (Figura 3). Se conoce popularmente con los nombres de

"salvia real" o "salvia de bolita" y se emplea como antisudorífico, 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 venación prominente

en el envés. Sus inflorescencias son terminales con varios capítulos colocados en axilas

foliares, las cabezuelas tienen pedúnculo. Las flores tienen olor a salvia (Rzedowski y

Rzedowski, 1985). Esta planta carece de estudios fitoquímicos que permitan correlacionar

sus propiedades medicinales con sus componentes químicos.

Figura 1.- Fotos del ejemplar de herbario de Buddlejaperfoliata.

La Bitddleja scordioicks HBK tiene una amplia distribución en las zonas áridas de nuestro

país (Figura 3), desde el suroeste de Hidalgo hasta Chihuahua, habitando también las zonas

desérticas de Estados Unidos. En los estados del norte del país se le conoce con el nombre

de "escobilla". Es un arbusto de 30 centímetros a un metro de alto (Figura 2), muy ramoso



y con tallos de consistencia leñosa, sus hojas son sésiles y de margen crenado, son

pequeñas, miden de 0.25 a 0.8 cm de largo y de 0.1 a 0.3 (0.8) cm de ancho con venación

muy conspicua en el envés. Presenta inflorescencia terminal con varios pares de cimas

espitadas colocadas en axilas foliares, con cabezuelas sésiles. Esta planta es utilizada

artesanalmente para fabricar escobas, además el cocimiento de sus hojas se utiliza contra la

indigestión 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 exposición prolongada a la luz solar

(comunicación personal). Después de una revisión cuidadosa de la bibliografía química no

se encontró ningún estudio relacionado.

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



Distribución de B. perfoliata Distribución de B. scordioides

Figura 3. Distribución de B. perfoliata y B. scordioides en la República Mexicana.

L3 ACTIVIDADES BIOLÓGICAS RELACIONADAS CON EL PROYECTO.

En el presente estudio se evaluó la actividad biológica 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» así como exponer algunos conceptos

básicos respecto a las dos vertientes de investigación de las actividades biológicas que se

desarrollaron en este trabajo: la actividad antibacteriana y la actividad fotoprotectora en la

región del UVB.

U.1 ANTIMICROBIANOS DE ORIGEN VEGETAL: se han realizado numerosas

investigaciones sobre este tema y el resultado ha sido la identificación de una gran cantidad

de compuestos activos obtenidos de vegetales de casi toda la escala filogenética, desde

briofitas (Asakawa, 1990) y liqúenes (Trace, 1993), hasta monocotiledóneas y



dicotiledóneas. Basta revisar cualquier publicación especializada del área de productos

naturales para encontrar numerosos artículos en donde se reporta ia actividad

antimicrobiana de nuevas sustancias, sin embargo, pocas de ellas han sido objeto de

estudios más profundos que expliquen la forma como actúan dichos compuestos. Dentro de

las sustancias antimicrobianas de origen vegetal a las que se les ha determinado su modo de

acción figuran los flavonoides, ios taninos, las lactonas sesquiterpénicas los aceites

esenciales y los ácidos de compuestos aromáticos simples.

1.3,1.1 Fiavonoides

Se ha observado que algunas flavonas provocan la muerte bacteriana. Estos compuestos

inhiben la síntesis de ADN o ARN debido a que tienen una estructura plana similar a la de

las bases púricas y pirimídicas, por lo tanto se pueden intercalar formando puentes de

hidrógeno con las bases de la doble hélice, de esta forma, las flavonas alteran la estructura

tridimensional de los ácidos nucleicos impidiendo su adecuada síntesis de novo, además de

provocar errores de lectura durante el proceso de transcripción. Las flavonas que han

mostrado mayor inhibición de la síntesis de ácidos nucleicos son aquellas que poseen tres

grupos OH en el anillo B (Morí et al, 1987).

1.3.1.2. Taninos

La acción inhibitoria de estos compuestos se debe a los siguientes efectos: astringencia,

acción sobre 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



enzimas purificadas cuando son mezcladas 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 morfología 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).

b) Acción sobre membranas. Dentro de los efectos deletéreos de los taninos sobre los

microorganismos está su acción sobre las membranas; Konishi, y cois. (1987)

demostraron que el ácido tánico a concentración de 50 mg/1 inhibe el transporte

electrónico membranal de Photobacterium. La acción de los taninos en las bacterias

puede ser similar a la observada con el fenol sintético o-difenilfenol, compuesto que

ha sido muy usado como desinfectante.

c) Competencia por metales. Otro mecanismo para explicar la toxicidad de los

taninos sobre ias bacterias es su capacidad para formar complejos con los metales.

Los sistemas biológicos incluyendo los microorganismos son altamente

dependientes de los iones metálicos presentes en el medio ambiente. Por ejemplo, la

infección en humanos por Escherichia coli se inhibe por la presencia de la

lactoferrina (proteína que se acompleja con fierro). Muchos taninos presentan más

de dos grupos hidroxilos en la parte aromática de su molécula. Los taninos pueden

formar quelatos con varios iones metálicos, como los iones férricos o cúpicros. La

naturaleza multicatecólíca de los taninos permite la quelacíón y con esto la

formación de un precipitado metaí-tanino eliminando del medio los iones metálicos

que necesitan las bacterias para su crecimiento adecuado



1.3.1.3 Lactonas sesquiterpénicas

En general, las lactonas sesquiíerpénicas que poseen actividad antibacteriana son aquellas

que tienen un metileno exocíclico conjugado con el carbonilo de la lactona. Además, si

tienen cetona a, p insaturada su actividad aumenta. Estos grupos representan sitios

receptores reactivos para nucleófilos biológicos, en particular ios grupos tiol y los grupos

animo que son esenciales para algunas funciones enzimáticas. Los estudios de estructura-

actividad han demostrado que las enzimas bacterianas como la fosfofructoquinasa, ía ADN

polimerasa y la timidilato sintetasa de E. coli son inhibidas por estas lactonas (Fischer,

1991).

L3.1.4 Aceites esenciales

Algunos monoterpenos y compuestos fenólicos de bajo peso molecular presentes en los

aceites esenciales de las plantas poseen una actividad antimicrobiana inespecífica puesto

que tienen la capacidad de disolver las membranas celulares, con esto, se produce un efecto

similar ai de la lisis bacteriana provocada mediante enzimas líticas (lisozima) o por

tratamiento con disolventes orgánicos (Harvey, 1982).

Helander et al, (1998) demostraron que las bacterias E. coli y Salmonella thyphimurium al

ser sometidas a dosis bajas de carvacrol y de timol aumentaban la concentración de ATP y

de glucosa 6-fosfato extracelular, debido a esto, se evidenció el efecto lítico de estos

compuestos sobre la membrana celular bacteriana.

1.3.1.5 Ácidos de compuestos aromáticos simples

Algunos compuestos antibacterianos presentes en los extractos de plantas son ácidos

débiles, ejemplos de ellos son: ei ácido vainillínico, el ácido benzoico, el ácido ferúíico, etc.
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En solución, estos ácidos pueden existir en forma disociada y no disociada dependiendo del

pH del medio. Estos compuestos presentan actividad inhibitoria óptima a pH ácido, porque

este favorece la existencia de la forma no disociada y sin carga de la molécula, de esta

manera, el ácido débil es permeable en la membrana plasmática y así penetra al citoplasma

celular. En el interior celular el ácido débil se disocia puesto que existe un pH mayor (7-

7.5), así se generan en el interior celular aniones y protones que no pueden atravesar la

membrana y salir del citoplasma mediante transporte pasivo. La inhibición del crecimiento

de los microorganismos se debe a que los protones pueden inhibir reacciones metabólicas

importantes como la cadena respiratoria, además de provocar estrés homeostático

intraceluiar por disminución del pH, los aniones a su vez son tóxicos porque pueden llevar

a cabo reacciones de adición nucleofílica con biomoiéculas alterando la función de estas

últimas (Brul, 1999).

1.3.2 LA PIEL.

La pieí (Figura 4) es el órgano de mayor extensión del cuerpo, está compuesta de varios

tipos celulares y de anexos epidérmicos cada uno de los cuales tiene una función específica.

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 particulares. 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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Figura 4.- Estructuras ftmdamentales de la piel.
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Epidermis:

La célula fundamenta! de la epidermis es eí queratinocito que constituye más del 90% de

las células de la capa epidérmica. El queratinocito es la célula responsable de la formación

de la envoltura (epidermis) que repele patógenos, y que protege de la pérdida de fluidos y

de la abrasión. Para llevar acabo estas funciones, el queratinocito sufre un proceso

programado de diferenciación en el que células no diferenciadas se convierten

paulatinamente en células que no se dividen y que son altamente diferenciadas llamadas

corneocitos. Así, la epidermis se puede dividir en varias capas celulares basada en la

diferenciación del queratinocito (fig. 4). La capa basal de la epidermis son queratinocitos

no diferenciados de tipo columnar y su proliferación esta regulada por una variedad de

factores intrínsecos y extrínsecos no completamente conocidos. Los reguladores extrínsecos

incluyen el factor de crecimiento epidérmico, los factores alfa y beta de crecimiento

tumoral, estrógenos, 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 la apariencia espinosa, de ahí su nombre. La capa

granular presenta queratinocitos con granulos queratohialinos que contienen profilagrina.

Esta última capa presenta todavía células vivas que realizan metabolismo normal. Sobre la

capa granular existe una "zona de transición" 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 más estable, para formar la envoltura córnea. Eí último estado

de la diferenciación del queratinocito es eí corneocito. El principal componente del

corneocito es la queratina, proteína fibrosa que se encuentra en la parte más externa de la

piel y que da origen a los anexos epidérmicos como el pelo y las uñas.
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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 lámina basal. El componente

principal del melanocito es el melanosoma, que es el sitio donde se sintetiza la melanina.

Los melanocitos transfieren el pigmento a los queratinocitos vecinos mediante transferencia

del melanosoma completo. La melanina se degrada conforme ocurre la metamorfosis del

queratinocito. La pigmentación de ía 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 granulos densos de 100 nm de diámetro. Los granulos 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

colágeno. Las células que se encuentran en la dermis son: el fibroblasto, los macrófagos y

los mastocitos. El fibroblasto es la principal célula de la dermis. Su función primordial es la

síntesis y remodelación de las proteínas del tejido conectivo como la fibronectina y el

colágeno. La fibronectina es la proteína que utiliza el fibroblasto para anclarse a la matriz

de colágeno. Los fibroblastos secretan colagenasa y gelatinasa para remodelar las fibras de

colágeno.

Los macrófagos funcionan presentando antígenos a las células linfoides como parte de ía

respuesta inmune además de fagocitar partículas o patógenos que invadan la dermis,

también sintetizan y secretan interleucina I, factores de crecimiento, prostaglandinas e

interferón.
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Los mastocitos están presentes en toda la dermis, pero se concentran alrededor de los vasos

sanguíneos. Estas células producen granulos de sustancias vasoactivas y quimoatrayentes

como la histamina. Los mastocitos responden a la luz, frío, trauma agudo, vibración y

presión, así como a estímulos químicos e inmunológicos. Cuando existe uno de estos

estímulos, estas células liberan el contenido de los granulos iniciando la quimiotáxis o la

vasodilatación.

Hipodermis:

La hipodermis es una capa de células adiposas derivadas del mesodermo y constituye la

parte más profunda de la piel, funciona como agente amortiguador entre las capas externas

de la piel y las estructuras internas como músculo y hueso. También provee energía de

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

1.3.3 EFECTOS DE LA RADIACIÓN ÜV EN LA PIEL.

La luz solar y la radiación ultravioleta (RUV) de fuentes artificiales pueden tonificar y/o

ser tóxicas para la piel humana. Las cualidades benéficas de la luz solar para la salud de la

piel han sido conocidas por la humanidad desde tiempos inmemoriales. La exposición a la

luz solar genera una sensación de bienestar, puesto que promueve la síntesis de vitamina D

(que tiene un efecto curativo en el tratamiento del raquitismo, además de regular el

metabolismo del calcio), y estimula la producción de melanina que proporciona a la piel un

bronceado capaz de protegerla de los efectos dañinos de la RUV. La luz solar es el soporte

para la vida en la biosfera, aunque no se pueden ignorar los efectos acumulativos que esta

radiación puede provocar. Algunos de los efectos agudos y crónicos de la radiación solar

son ios siguientes (Pathak, 1986):
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Efectos agudos: quemadura solar, bronceado, reacciones fototóxicas y fotoalérgicas

inducidas por medicamentos (psoraíenos, fenotiazinas, ácido nalidíxico, etc.) y

fotosensibilidad (erupciones polimórficas mediadas por luz, lupus eriíematoso, porfirias,

etc.)

Efectos crónicos: envejecimiento y arrugas (fotoenvejecimiento y dermatoheliosis),

Cáncer (carcinomas de células básales y escamosas) y alteración de la respuesta inmune.

Aproximadamente el 6% de la radiación solar que alcanza la superficie de la tierra es

radiación ultravioleta, 48% es luz 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 radiación UV-C es absorbida por la capa de ozono en la

atmósfera y no llega a la superficie de la tierra, sin embargo, la radiación de este tipo que

pudiese alcanza la piel sería absorbida por el estrato córneo 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 dañinos son algo más sutiles que los de las

radiaciones UV-B (Ziegler, etai, 1994).

Tal vez el efecto más nocivo provocado por la exposición al sol es la inducción del cáncer

no melanómico de piel (ya que la radiación UV-B provoca la formación de dímeros de

timina dañando la estructura y alterando la función del ADN). Este cáncer -ei carcinoma de

células básales (CCB) y el carcinoma de las células escamosas (CCE)- es el más común en

los habitantes de Estados Unidos (Epstein, 1997). La incidencia de esta enfermedad se ha
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incrementado tan rápido en las últimas décadas que se ie ha considerado la epidemia

silenciosa del siglo XX. El papel de la radiación solar en la inducción de cáncer no

melanómico de piel se evidenció por primera vez mediante observaciones clínicas y fue

confirmado con base en estudios experimentales y epidemiológicos (Epstein, 1989). La

radiación que provoca este tipo de cáncer es la UV-B (Epstein, 1997). Esto es más notable

en el caso deí cáncer de células escamosas (CCE) en donde se hace más evidente la relación

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 dañinos de la

RUV. Una vez que la piel es irradiada, la epidermis engrosa y forma melanina, que

disminuye la penetración de la radiación UV-B a la capa basal proliferativa. La melanina

no es una sustancia importante en la absorción selectiva de RUV, sin embargo, representa

un papel importante en el "secuestro" de radicales libres generados por la exposición a la

radiación ultravioleta (Chedekel y Zeise, 1997). El daño al ADN debido a la RUV se repara

mediante una serie de reacciones enzimáticas, y la célula que sufrió daño en su ADN es

eliminada por un proceso conocido como apoptosis. A pesar de esta formidable adaptación

de la epidermis para contrarrestar los efectos de la RUV, puede ocurrir, que se acumulen

los errores en eí ADN después de varios años de exposición. Estos errores (mutaciones)

pueden provocar que algunos genes que son cruciales en ia regulación del ciclo celular (por

ejemplo, protooncogenes, como el gene ras; y los genes supresores de tumores, como el

p53) sean disfimcionales, y una combinación de mutaciones en ambos genes, provocan la

transformación a célula cancerosa. La secuencia principal de eventos ha sido elucidada

recientemente. La radiación solar más importante para la producción de lesiones en el ADN

es la radiación UV-B que provoca la formación de dímeros de ciclobutano-pirimidina y
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fotoproductos 6-4, que corresponden directamente con mutaciones que son asociadas a

sitios dipirimidínicos (Box et ai, 2001). Asociado a ello, también se ha encontrado que la

radiación UV es la causante de mutaciones en el gene p53 (Brash et al., 1991). La

comprobación directa de que la relación 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 cromóforos que tienen función inmunomoduladora, tal es el caso del ácido trans-

urocámco. Este compuesto es un derivado de la histidina que se sintetiza principalmente en

los queratinocitos y representa un papel importante en la diferenciación del estrato

granuloso a estrato córneo, además, 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 ácido urocánico de configuración trans se isomeriza a cis por efecto de la luz

UV-B, el ácido c/s-urocánico es un inmunornodulador negativo, esto es, deprime la

respuesta inmune. Existen varias evidencias experimentales que explican la actividad

inmunosupresora del ácido m~urocánico, entre ellas el alto porcentaje de mortalidad de

ratones a los que se les administró este compuesto y/o fueron irradiados con luz UV-B y

que posteriormente fueron sometidos a experimentos de desafío utilizando virus-herpes

(Nerval, et al, 1989). Se ha demostrado que existe sinergia entre el ácido c¿?-urocánico y la

histamina para incrementar la producción de prostanoides, compuestos que aumentan la

permeabilidad vascular y están implicados en la ínmunosupresión mediada por radiación

UV-B (Jaksic, 1995). Por otra parte, el ácido cfr-urocánico se une a los receptores del ácido

y-aminobutírico (GABA) en los linfocitos, de esta forma, al actuar como agonista del
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GABA, se detiene la actividad citotóxica 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

que disminuyeron la cantidad de irradiación de luz ultravioleta que incidía en la superficie

terrestre. La importancia fundamental de la fotoprotección para la supervivencia se ilustra

por su conservación en la escala evolutiva. Así, los organismos más primitivos poseen

métodos endógenos que los protegen de las excesivas cantidades de RUV solar. Los

humanos y otros vertebrados poseen pigmentos que absorben luz ademas de otros sistemas

químicos y enzimáticos que reparan los daños producidos por la exposición excesiva a la

radiación 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 radiación

ultravioleta mediante sustancias que absorban esta energía. Los filtros solares son

sustancias químicas que se aplican tópicamente (aunque ya existen filtros solares cuya vía

de administración 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 protegían

de la radiación solar usando ropa adecuada, así, los Griegos usaban velos y sombreros de

bordes prominentes; las sombrillas ya existían en Egipto, Mesopotamia, China e India. En

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

del sol.
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Durante 1887 el médico alemán Thomas Veiel fue capaz de proteger a un paciente con

eczema solar usando velos rojos finamente tejidos. En 1889, Erasmo J. Widmark utilizó

sulfato de quinina para absorber radiación UV-B, propuso correctamente que la quinina

podía absorber longitudes de onda corta. Corría ei año de 1891 cuando Frank Hammer

repitió los experimentos de Widmark y usó la quinina para preparar lociones y ungüentos

constituyéndose así 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 castaña. Durante 1911, Leopold Freund investigó varios de los

filtros solares usados en esa época mediante un método fotográfico de prueba para evaluar

las capacidades de absorción. Freund fue el primer investigador que sugirió 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 ácido 2-naftoI-6,8-

disulfónico para absorber radiación UV-A y UV-B. En los siguientes 40 años se

introdujeron varias sustancias para usarías como filtros solares: el ácido tánico (1925), el

saíicilato de benzilo (1931), los derivados del ácido />ara-aminobenzoico y del 2-

fenilimidazol (1942), el ácido antranílico (1950), varios cinamatos (1954), la cloroquina

(1962), las benzofenonas (1965) y muchas otras sustancias (Urbach, 2001).

Actualmente, muchos individuos con poca pigmentación y que trabajan en actividades al

aire libre se protegen de la RUV de acuerdo con normas laborales y médicas, sin embargo,

los actuales hábitos y estilos de vida han incrementado la incidencia y prevalencia del

cáncer y del fotoenvejecimiento de la piel. Debido a esto, se ha realizado una fuerte

campaña por parte de los científicos y gobiernos para educar a la población sobre los

efectos adversos de la RUV, y de parte de los dermatólogos, químicos, biólogos y

compañías farmacéuticas para el desarrollo de productos que se puedan aplicar en la piel y
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que permitan incrementar el tiempo de exposición de los individuos a la radiación. Los

programas educacionales recomiendan: (I) Evitar exponerse a la radiación solar en horas

pico (medio día); (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

protección solar (FPS) de 15 o mayores. (Elrnets y Anderson, 1996).

En los primeros años del siglo próximo pasado se pusieron a la disposición del público los

primeros filtros solares, pero hasta 1979 todos tenían un FPS menor de 15 (Rothman y

Rubín, 1942; Pathak, 1986). El ácido p-aminobenzoico (PABA) fue uno de los primeros

filtros solares que se comercializaron intensivamente, pero con el 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 "miscelánea" porque en ella se incluyen filtros solares con diferentes

grupos cromóforos (Shaath, 1997). Los compuestos que absorben en la región del UV-A

son los antranilatos, las benzofenonas y los derivados del dibensoilmetano, y los que

absorben radiación 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 mayoría de los filtros solares protegen a la piel de la radiación

UV-B porque esta longitud de onda provoca eritematosis y cáncer de células básales.

Así, todos los filtros solares que se usan comúnmente, absorben RUV, y por lo tanto

reducen la cantidad de ésta que pudiese alcanzar las capas de la piel debajo del stratum

corneum. La protección que proporciona un filtro solar se determina de acuerdo al valor del

Factor de Protección Solar o FPS (Pathak, 1986). Los valores de FPS para un filtro solar se

determinan estableciendo la cantidad (tiempo de exposición) de radiación solar simulada
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requerida para causar un eritema uniforme en ía piel (Dosis Mínima Eritematogénica,

DME) y que se trata con 2.0 mg/cm del filtro solar a evaluar, comparada con la cantidad

de radiación solar simulada requerida para producir eritema uniforme en piel no protegida

con futro solar (Elmets, 1996). El valor del FPS se calcula de acuerdo a la siguiente

fórmula:

FPS= Dosis de UV que provoca 1 DME (Dosis Mínima 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 requerirá 15

veces más radiación solar simulada con respecto a la piel no tratada para desarrollar un

eritema mínimo perceptible. Es falso concebir que no ocurrirán daños después de que se

haya aplicado un filtro solar y la piel se exponga a la radiación por menos tiempo que el

FPS. En realidad, la piel tratada con un FPS de 15 y expuesta a 7.5 DME de radiación UV

recibe el equivalente de 0.5 DME (Elmets, 1996).

Se ha demostrado que el uso de filtros solares reduce los daños, tanto agudos (eritema),

como crónicos (fotoenvejecimiento y cáncer de piel) provocados por la radiación UV~B.

Los filtros solares pueden prevenir los efectos crónicos de forma indirecta al impedir que

mediadores de la respuesta inmune se transformen en isómeros nocivos por efecto de la

radiación UV-B (Finlay- Jones, 1998 y Kerr, 1998).
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1.4 JUSTIFICACIÓN.

Las plantas B. perfoliata y B. scordioides son especies medicinales que se utilizan para

desinfectar heridas y para el tratamiento de enfermedades gastrointestinales de probable

origen infeccioso. B. scordioides, además, es utilizada para prevenir las quemaduras

solares. El interés por realizar este estudio surgió a partir de las siguientes consideraciones:

Contribuir al conocimiento de la química de estas dos especies, puesto que no existían

estudios al respecto.

Determinar si estas plantas presentan metabolitos secundarios que justifiquen las

actividades biológicas que se les atribuye.

Realizar investigación básica tendiente a encontrar nuevas alternativas para el tratamiento

de enfermedades provocadas por bacterias. Actualmente ha adquirido importancia la

búsqueda de sustancias que dañen la viabilidad de las bacterias mediante mecanismos

diferentes a los de los antibióticos convencionales, puesto que las bacterias que han creado

resistencia a los antimicrobianos de uso común se han convertido en un problema real de

salud pública.

Por otra parte, debido a la incidencia de cáncer en la piel, es importante determinar si estas

plantas contienen metabolitos con propiedades de filtros solares, que tendrían la ventaja de

ser biodegradabíes y probablemente con menos efectos secundarios que los filtros solares

sintéticos, cabe hacer notar que también estos metabolitos pueden ser usados para atenuar

los síntomas de las enfermedades relacionadas con la exposición a la radiación solar como

el lupus eritematoso, el xerodenna pigmentosum, y el albinismo; además de que también

podrían utilizarse para prevenir la fotoalergia y la fototoxicidad.

Que los resultados de la presente investigación sirvan de base para nuevos estudios

relacionados con estos temas.
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CAPITULO II

HIPÓTESIS Y OBJETIVOS

IL1 HIPÓTESIS.

Las plantas B. perfoliata y B. scordioides, son utilizadas en la medicina tradicional para el

tratamiento de enfermedades gastrointestinales. B. scordioides, además, 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

actúen como agentes fotoprotectores.

IL2 OBJETIVOS.

H.2.1-OBJETIVOS GENERALES.

1. Aislar e identificar los principales metabolitos secundarios de las plantas

Buddleja perfoliata HBK y Buddleja scordioides HBK.

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

posible modo de acción antibacteriana.

3. Evaluar la actividad fotoprotectora en la región del UV-B de los productos

naturales aislados que contengan cromóforos apropiados; es decir, que absorban

en la región del UV-B.
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II.2.2 -OBJETIVOS PARTICULARES.

1. Preparar extractos con disolventes de distinta polaridad a partir de cada planta.

2. Aislar y purificar los componentes principales de cada extracto.

3. Realizar los análisis espectroscopios y químicos que permitan elucidar las

estructuras de los principales metabolitos aislados.

4. Determinar cualitativamente la actividad antibacteriana de los compuestos

aislados.

5. Obtener la concentración mínima inhibitoria y bactericida mínima de las

sustancias activas.

6. Determinar el modo de acción antibacteriano de los productos activos mediante

experimentos de incorporación de precursores marcados y obtener las curvas de

supervivencia.

7. Evaluar la actividad fotoprotectora en la región del UV-B de los compuestos que

tengan absorción en dicha zona del espectro electromagnético empleando

modelos biológicos.

8. Determinar en conejillos de indias (cuyos), el Factor de Protección Solar (FPS)

de las sustancias que absorban en el UV-B.

9. Realizar un estudio histopatológico comparativo entre los tejidos protegidos

con las sustancias fotoprotectoras y los no protegidos, con la finalidad de

evaluar los daños en los tejidos de piel de cuyo.
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CAPITULO III. PARTE EXPERIMENTAL

III.1 METODOLOGÍA GENERAL PARTE QUÍMICA

ffl.1.1 - EQUIPO USADO PARA LA DETERMINACIÓN DE LAS CONSTANTES

FÍSICAS ESPECTROSCÓPICAS Y ESPECTROMETRÍAS DE LOS

COMPUESTOS AISLADOS.

Los puntos de fusión 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 suspensión en

nujol Para ías separaciones cromatográficas automatizadas se utilizó un cromatógrafo de

líquidos de alta resolución Waters Millipore 4000.

Los espectros de resonancia magnética nuclear protónica (RMN-'H) y de carbono-13

1 "X

(RMN- C) fueron obtenidos en los equipo Varían 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 Varían PÍOS 500, que trabajó a una frecuencia de 500 MHz (para RMN- ' H) y

125.7 MHz (para RMN~BC). Los espectros se obtuvieron en CDCI3, CD3OD o en piridina

deuterada, dependiendo de la solubilidad de los compuestos; los desplazamientos químicos

se expresan en unidades de ppm (5) con respecto al tetrametilsilano (TMS), que se usó

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

PÍOS 500. Se emplearon los programas de secuencias de pulsos estándares 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: A51s 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 Fi y valor absoluto a lo largo de F2).

Los espectros de masas se determinaron en un aparato Jeol JMS-SXI02A mediante la

técnica de bombardeo rápido de átomos (FAB-MS) y se obtuvieron con un sistema JMA-

3500, empleando como matriz alcohol m-nitrobencílico, el átomo acelerado para la

generación de iones a partir de la muestra fue xenón utilizando un voltaje de 6 KeV.

m.1.2 -MÉTODOS CROMATOGRÁFICOS

Las cromatografías de adsorción en columna abierta se realizaron sobre gel de sílice 60 F254

Merck (tamaño de partícula 0.063-0.200 mm, malla 70-230 ASTM). Para las

cromatografías en capa fina (ccf) se emplearon cromatofolios de aluminio cubiertos con gel

de sílice 60 F254 Merck (0.2 mm de espesor, para análisis). La ccf permitió verificar el

desarrollo de las cromatografías en columna abierta y comprobar la pureza de los

compuestos obtenidos. Como agentes cromogénicos se emplearon: I) una solución de

sulfato cérico en ácido sulfúrico concentrado, y para el desarrollo del color fue necesario

calentar las placas cromatográficas durante dos minutos a 110 °C. II) Luz UV de 254 y 366

nm (Uitraviolet Fluorescence Analysis Cabinet. Spectroline Mod CX-20).

Para el análisis mediante cromatografía de gases acoplada a espectrometría de masas del

aceite esencial de B. perfoliata (GC-MS) se utilizó un cromatógrafo Hewlett Packard

modelo 5890 serie II conectado a un espectrómetro Jeol AX50HA. El análisis se realizó
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utilizando una columna DB WAX de 30 m x 0.32 mm y diámetro interno de 0.25 îm. Las

condiciones de separación fueron: temperatura del horno 80-220 °C (aumentando

gradualmente la temperatura a razón de 8°C por minuto); temperatura del inyector 225 °C;

gas de acarreo He, a presión de 134 Kpa (19 Psi) y velocidad linear de 20 cm/s; cantidad de

muestra empleada: 1.0 jal; energía de ionización 70 eV.

III.1.3-RECOLECTA Y SECADO.

La B. perfoliata se recolectó en los alrededores de San Martín Texmelucan estado de

Puebla en agosto de 1997. La zona presenta vegetación perturbada de tipo pastizal con

arbustos.

B. scordioides se recolectó durante el mes de noviembre de 1997 en el municipio de

Matehuala, San Luis Potosí en el kilómetro 16 de la carretera Matehuala-Dr. Arroyo, a 10

metros de la orilla de la carretera, la zona presenta vegetación tipo matorral xerófito. En

ambos casos, la recolecta se realizó manualmente y algunos ejemplares se prensaron y se

depositaron en el herbario Izta de la FES-Iztacala UNAM para su identificación, en donde

se le asignaron los siguientes números de registro:

B. perfoliata: 25560

B. scordioides: 26140

Una vez transportadas al laboratorio, las plantas se extendieron sobre papel periódico y se

secaron a la sombra durante una semana; transcurrido este tiempo se molieron y se

guardaron en costales.
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III.1.4 -EXTRACCIÓN.

III.1.4.1 - Extracción de B. perfoliata.

Para la extracción de B. perfoliata se procedió de acuerdo al siguiente diagrama de flujo

(Lin, 1990).

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

Extracción con MeOH

Soluble (extracto metanólico) Residuo

Extracción con hexano

Soluble
(7-52 g)

(Extracto hexánico)

Insoluble

Extracción con CH2CI2

Soluble
(18.6 g)

(Extracto de CH2Ci2)

Insoluble

Extracción con AcOEt

Soluble
(21.36 g)

(Extracto de AcOEt)

Insoluble

Extracción con BuOH

Soluble
(80.5 g)

(Extracto butanólico)

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

destilación a presión reducida.

III.1.4.2. Extracción de B. scordioides.

En el esquema 2 se describe el procedimiento para la extracción de B. scordioides:

B. scordioides
Hoja (seca y molida)

1.227 kg

Extracción con hexano

Residuo

Extracción con CHCI3

Extracto hexánico
40.43 g

Residuo Extracto clorofórmico 9.5 g

Extracción con MeOH

Residuo Extracto metanóHco
(Desechar)

Lavado con hexano

Soluble Insoluble

2a extracción MeOH

Extracto metanólico
libre de grasas

260 g

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

destilación a presión reducida.

IH.1.43 - ACEITE ESENCIAL DE B. perfoliata.

El material vegetal fresco y fragmentado (parte aérea) se sometió a una destilación por

arrastre de vapor de acuerdo a la técnica convencional para la obtención de aceites

esenciales (Vogel, 1989). En ei matraz generador de vapor, se colocó un litro de agua

destilada y en otro 500 g de planta. Posteriormente, el matraz generador de vapor se calentó

hasta ebullición y el vapor generado se hizo pasar a través del material vegetal. El

calentamiento se suspendió cuando se obtuvieron 500 mi de destilado. El aceite esencial se

extrajo del destilado mediante reparto, empleando éter etílico como disolvente. La fase

orgánica se trató con sulfato de sodio anhidro, se filtró y concentró a presión reducida para

generar 2 mi de aceite.

IIL1.5- OBTENCIÓN DE LOS PRINCIPALES METABOLITOS DE B. perfoliata

HL1.5.1 -FRACCIONAMIENTO DEL EXTRACTO DE ACETATO DE ETILO

El extracto de acetato de etilo (Esquema I, 21.36 g) se fraccionó en una columna

cromatográfica empacada con 300 g de gel de sílice 60 F254 Merck, utilizando como

eluyentes CH2CI2, y mezclas de GHfeCh-MeOH con aumento gradual de la polaridad. Se

recolectaron 188 fracciones de 100 mi cada una. En la tabla 1 se resumen los sistemas de

elución empleados y las fracciones resultantes. El fraccionamiento cromatográfico fue

verificado mediante ccf, las fracciones con factor de retención (rf) 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

CH2CI2

CH2Cl2-Me0H

CH2Cl2-Me0H

CH2Cl2-Me0H

CH2Cl2~Me0H

CH2Cl2-MeOH

CH2Cl2-Me0H

MeOH

Proporción %

100

95:5

90:10

80:20

70:30

60:40

50:50

100

Fracciones
recolectadas

1-5

6-33

34-106

107429

130-155

156-169

170-175

176-188

Fracciones
combinadas

1-33

34-57

58-155

156-188

Peso del residuo
(g)

12.3

0.2

3.2

0.4

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

ser lavado con metanol, mostró las siguientes constantes físicas y datos espectroscópicos:

pf. 273-274 °C, UV ^max334 nm (e, 18832); [a]D
22°C: -99.1° (piridína; c 0.8); IR (Espectro

3) vmax (KBr) (cnf1): 3350 (OH), 1650 (C=O), 1610 (OC); 1590, 1560, 1500 (anillo

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

- 4.8 (14 H azúcares), 5.11 (1H, d, J= 12 Hz, Hi glucosa), 5.26 (1H, s amplio, Hi

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

(1H, s, vinílico), 7.2 (1H, d, J= 8.86 Hz, aromático), 8.1 (1H, d, M 8.86 Hz, aromático),

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

Una solución de 100 mg de linarina en piridina (1 mi) y anhídrido acético (1 mi) se calentó

a 60 °C durante 1 h; la mezcla de reacción se dejó durante toda la noche a temperatura

ambiente, el progreso de la misma se determinó mediante cromatografía en capa fina. Una

vez que la transformación se completó, la mezcla de reacción se vertió en agua, el sólido

formado se filtró y lavó con agua; el producto de la acetilación una vez secado pesó 68 mg,

y presentó un pf de 124-125 °C; su espectro en el IR resultó idéntico al de una muestra

auténtica de acetato de linarina.

IH.1.5.2 -FRACCIONAMIENTO PRELIMINAR DEL EXTRACTO BUTANÓLICO

El extracto butanólico (Esquema I, 80.5 g) se fraccionó de manera preliminar en una

columna cromatográfica empacada con 800 g de gel de sílice 60 F254 Merck, utilizando

como sistema de elución CH2Cl2~MeOH, con aumento gradual de la polaridad. Se

recolectaron 135 fracciones de 250 mi cada una. El fraccionamiento cromatográfíco

seguido mediante ccf permitió la obtención de 5 grupos de fracciones primarias (Tabla 2).

Tabla 2.- Fraccionamiento Preliminar del Extracto Butanólico de B. perfoliatcu

Eíuyente

CH2Cl2-MeOH

CH2Cl2-Me0H

CH2Cl2-Me0H

CH2Cl2-Me0H

CH2Cl2-Me0H

MeOH

Proporción %

90:10

80:20

70:30

60:40

50:50

100

Fracciones
recolectadas

1-79

80-104

105-110

118-126

127-130

131-135

Fracciones
combinadas

1-29

30-49

50403

104416

117435

Peso del residuo
(g)

12.4

1.58

46.4

1.2

5.3
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De la fracción 30-49 eluída con CH2Cl2~Me0H 4:1 se aislaron 1.58 g de linarina pura. A

partir de la fracción 50 y hasta la 103 se obtuvo ünarina impura; al unir estas fracciones,

precipitó una mayor cantidad linarina que fue purificada mediante cristalización generando

300 mg de compuesto puro.

HI.1.5.2.1 -SEPARACIÓN DE LOS COMPONENTES DE LA FRACCIÓN 50-103.

Las fracciones 50-103 se reunieron dando 46.1 g de residuo que se separó en columna

empacada con 500 g de gel de sílice 60 F254, utilizando CH2Cl2-Me0H como fase móvil,

aumentando la polaridad de manera gradual; al igual que en los casos anteriores. Se

colectaron 134 fracciones de 100 mi, la distribución de las fracciones fue la siguiente

(Tabla 3):

Tabla 3.- Recromatografía de las fracciones 50-130 (extracto butanólíco de B. perfoliatá)

Eluyente

CH2Cl2~MeOH

CH2Cl2-Me0H

CH2Cl2-Me0H

CH2Cl2~Me0H

Proporción %

90:10

80:20

70:30

50:50

Fracciones
recolectadas

1-30

31-50

51-124

125-134

Fracciones
combinadas

1-80

81-88

89-134

Peso del residuo
(g)

0.289

10.0

23.2

De las fracciones 89-134 se obtuvieron 23.2 g de verbascósido (3) como una sustancia

amorfa que presentó una sola mancha en ccf y tuvo: [a] D -41.5 (MeOH;c 1.1). UV Xma>

(log e) (en metanol) (nm): 208 (4.30), 217 (4.45), 291 (4.41), 332 (4.54). IR (Espectro 6)

vmax(nujol) (cm4): 3348 (OH), 2932 (C-H), 1692 (éster conjugado), 1629 (OC), 1602-

1518 (C-C de anillo aromático). RMN !H (CD3OD) (Espectro 5) 8: 1.08 (d, .7=6.1 Hz, 3H,
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Metilo de Ramnosa), 2.78 (t, J=732 Hz, 2H, Ar-CHg-CHz), 4.36 (d, J-7.94 Hz, 1H, H-l de

glucosa), 5.17 (d, J=l.l Hz, 1H, H-l de Ramnosa), 6.26 (d, .7-15.8 Hz, 1H Ar-CH-CH),

7.58 (d, J-15.8 Hz, 1H, Ar-CH-CH), 6.55-7.05 (6H, H aromáticos), 3.5-4.25 (8H, H de

azúcares).

III.1.5.3- BÚSQUEDA DE SAPONINAS EN B. perfoliata.

De una segunda recolección en los alrededores de San Martín Texmelucan, Puebla durante

el mes de octubre de 1999, se procedió a obtener un extracto polar (metanólico) para

determinar la presencia de saponinas. El proceso fue el siguiente: 1000 g de planta se

extrajeron mediante percolación primero con n-hexano, posteriormente con acetato de etilo,

y finalmente con metanol. La solución metanólica se concentró a presión reducida dejando

un residuo de 191.3 g. Se tomaron diez gramos del extracto y se hidrolizaron con 100 mi de

HC1 1N mediante calentamiento en baño maría durante 8 h. La mezcla de reacción se

neutralizó con una solución concentrada de NaHCO3 y se extrajo con cloroformo. Se buscó

la presencia de sapogeninas en la fase no polar mediante cromatografía en capa fina,

empleando la saikogenina A y el 3,23,28-trihidroxi-olean ll,13(18)-dieno como referencia

puesto que estas dos sustancias se obtuvieron como producto de hidrólisis de las saponinas

aisladas de B. scordioides, los resultados fueron negativos. Aunque no se encontraron

saponinas, la fase orgánica (900 mg) se separó mediante cromatografía de columna abierta

empacada con gel de sílice, eluida con mezclas de n-hexano-AcOEt, y aumentando

paulatinamente la polaridad. Se obtuvieron 42 fracciones de 10 mi cada una, las cuales se

distribuyeron como se muestra en la Tabla 4.
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Tabla 4.- Separación de los componentes de la fase orgánica del hidrolizado de B.
perfoliata.

Eluyente

Hexano-AcOEt

Hexano-AcOEt

Hexano-AcOEt

Hexano-AcOEt

Hexano-AcOEt

Hexano-AcOEt

Proporción %

90:10

80:20

Fracciones
recolectadas

1-14

15-42

Fracciones
combinadas

1-6

7-14

15-19

20-33

34-36

37-42

Peso del residuo
(g)

0.289

0.010

0.015

0.180

0.150

0.076

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

verdoso, el cual se identificó como el éster metílico del ácido ferúlico.

Ester metílico del acido ferúlico (4). IR (Espectro 7) vmax (CHC13) (crn1): 3536 (OH), 1707

(C=O), 1637 (C=C), 1513 (C-C de anillo aromático), 1267 (C-O). RMN *H (CDC13)

(Espectro 9), 5: 7.62 (d, .7=15.9 Hz, 1H, Ar-CH=CH), 6.29 (d, J,=15.9, 1H, Ar-CH=CH),

7.07 (dd, Jr= 8.1 Hz, J2= 1.8 Hz, 1H, aromático), 7.025 (d, .7=1.8 Hz, 1H, aromático), 6.91

(d, J= 8.1 Hz, 1H, aromático), 3.92 (s, 3H, OCH3), 3.79 (s, 3H, OCH3). RMN 13C (Espectro

10) (CDCI3), 167.7 (OO) , 144.9, 115.13 (carbonos vmílicos); 146.8, 126.9, 123.0, 114.7,

109.6 (carbonos aromáticos); 55.9, 51.59 (metilos). EM-ÍE (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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IH.1.6 - OBTENCIÓN DE LOS PRINCIPALES METABOLITOS DE B. scordioides.

HI.1.6.1 -FRACCIONAMIENTO DEL EXTRACTO METANÓLICO

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

en una columna abierta empacada con 2 kg de gei de sílice 60 F254, usando como fase móvil

AcOEt y mezclas de AcOEt-MeOH. Se recolectaron 327 fracciones de 250 mi, el

fraccionamiento fue monitoreado mediante ccf y permitió la obtención de 5 grupos de

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

fracciones resultantes.

Tabla 5.- Fraccionamiento del Extracto Metanólico de B. scordioides

Eíuyente

AcOEt

AcOEt-MeOH

AcOEt-MeOH

AcOEt-MeOH

AcOEt-MeOH

AcOEt-MeOH

AcOEt-MeOH

AcOEt-MeOH

AcOEt-MeOH

AcOEt-MeOH

MeOH

Proporción (%)

100

97.5:2.5

95.5:5.0

92.5:7.5

90:10

85:15

80:20

70:30

60:40

50:50

100

Fracciones
recolectadas

1-58

59-98

99-130

131-179

180-216

217-240

241-300

301-311

312-320

321-326

327

Fracciones
combinadas

2-12

13-29

30-103

104-301

302-325

Peso del residuo
fe)
12.0

38.2

73.4

85.4

2.3
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De las fracciones 13 a la 29 se obtuvo un polvo amorfo de color amarillo (38.3 g) que

generó una sola mancha ai analizarlo por ccf. Su espectro en el infrarrojo y patrón

cromatográfico en ccf fueron idénticos a los del verbascósido. A partir de la fracción 193 y

hasta la 300 cristalizó un compuesto (15.2 g) blanco con punto de fusión de 158-160 °C que

fue identificado como manitol por comparación de su espectro infrarrojo con el de una

muestra auténtica.

Manitol (5): cristales agujas [a]D
+22°= -2.1 (MeOH). IR (Espectro 12) vmax (KBr) (era"1):

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

IIL1.6.2-AISLAMIENTO DE LA SYRINGINA (6) Y BEL O-METILCATALPOL

(7).

Las fracciones 30-103 de la cromatografía original se combinaron dando un residuo de 73.4

g que se separó mediante una cromatografía en columna abierta sobre gel de sílice (1 Kg),

utilizando como mezclas de elución CH2CI2 y CH2Cl2-MeOH. Se recolectaron 121

fracciones de 150 mi. En la Tabla 6 se resumen los sistemas de elución y las fracciones

resultantes.

Tabla 6.- Recromatografía en columna de la fracción secundaria 30-130.

Eluyente

CH2CI2
CH2Cl3-Me0H

CH2CÍ2-Me0H

Proporción %

100

95:5

90:10

Fracciones
recolectadas

1-15

16-60

61-121

Fracciones
combinadas

1-15

16-60

61-83

84-121

Peso del residuo
fe)

25.5

21.2

13.1

10.5
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A partir de la fracción 61 y hasta la 83 precipitó un compuesto verde amarillento cuyo rf,

pf, y espectro en el infrarrojo fueron idénticos a los de la linarina. El análisis de la fracción

84-121 (10.5 g) mediante ccf indicó que estaba formada por cuando menos tres

compuestos, los cuales fueron separados usando cromatografía en columna empacada con

200 g de gel de sílice. El proceso de elución se realizó con CífcCfe-Acetona (60:40). De

esta columna se obtuvieron 79 fracciones de 50 mi cada una y se reunieron aquellas que

eran iguales desde el punto de vista cromatográfico. En la Tabla 7 se resume el sistema de

elución empleado y las fracciones resultantes.

Tabla 7.- Recromatografía en columna de la fracción terciaria 84-121.

Eluyente

CH2C12-
Acetona

Proporción

60:40

Fracciones
recolectadas

1-79

Fracciones
combinadas

29-35

44-51

55-79

Peso del
residuo (g)

0.0478

0.250

7.52

Compuesto
aislado

Syringina

O-Metil
Catalpol

Verbascósido

De la fracción 29 a la 35 cristalizó un compuesto (47.8 mg) que se recristalizó de metanol,

y fije identificado como la syringina. Syringina (6): cristales amarillos, pf 194-197 °C. IR

(Espectro 13) vmax (KBr) (cm4): 3337 (OH), 1640 (C=C), 1113 (C-O), 1507 (C-C de anillo

aromático). RMN ]H (Espectro 14) (CD3OD), 8: 6.65 (2H, s, aromáticos), 6.49 (1H, d,

/=15.9 Hz, Ar-CH-CH), 6.28 (1H, dt, 7,-15.9 Hz, J2=5A Hz, Ar-CH-CH), 4.68 (1H; t,

.7=5.1 Hz, CH2), 4.18 (1H, t, J=5.1 Hz, CH2), 4.75 (1H, d, J=6.9 Hz, H-l de glucosa), 4.53
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(2H, d, .¿=2.7 Hz, CH2 de glucosa), 3.3-4.9 (4H, H de azúcares), 3.83 (6H, s, 2 OCH3). EM-

FAB (Espectro 18) m-fe: 395 [M+23]+; 373 [M+H]+; 210 [M-162]+; 193 [M-179]*.

O- metilcaíalpol (7).

De la fracción 44 a la 51 cristalizó 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) vmax (KBr) (cm"1):

3375 (OH), 2900 (C-H), 1062 (OO), se superpuso al de una muestra auténtica de O-

metilcatalpol con lo que se logró su identificación.

A partir de la fracción 53 y hasta la 79 se obtuvo un compuesto (7.52 g) cuyo patrón

cromatográfico en ccf y espectro infrarrojo fue idéntico al de una muestra auténtica de

verbascósido (rendimiento total = 2.5%).
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HLI.7-METODOLOGIA PARA EL ESTUDIO DE LAS SAPONINAS DE B.
scordioides.

HIJA -AISLAMIENTO.

Se reunieron las fracciones 104-301 de la cromatografía del extracto metanólico generando

85.4 g de residuo. Este se sometió a separación por cromatografía de columna abierta sobre

gel de sílice. Como eluyente se utilizó una mezcla de CH2Cl2-MeOH 80:20, aumentando

gradualmente la polaridad. En la Tabla 8 se resumen los sistemas de elución empleados y ei

número de fracciones obtenidas.

Tabla 8.- Recromatografía de la fracción 104-301.

Eluyente

CH2Cl2-Me0H

CH2Cl2-Me0H

CH2Cl2-MeOH

CH2Cl2-Me0H

CH2Cl2-Me0H

CH2Cl2-MeOH

CH2Cl2-Me0H

CH2Cl2-Me0H

Proporción (%)

80:20

75:25

70:30

Fracciones
recolectadas

1-67

68-109

110-146

Fracciones
combinadas

1-9

10-22

23-39

40-74

75-84

85-98

99-109

110-146

Peso del
residuo (g)

8.3

9.4

12.3

18.2

12.8

3.1

3.5

14.5

A partir de la fracción 110 (eluida con mezcla de CH2Cl2-Me0H 70:30) y hasta la 146

cristalizó manitol (12 g), estas fracciones se juntaron por tener igual patrón cromatográfico

en ccf. El manitol se separó y las aguas madres se fraccionaron mediante cromatografía en

columna (rendimiento total de manitol, 3.28%).
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Las aguas madres de !as fracciones 110-146 se combinaron para generar 2.5 g de un residuo

que se fraccionó mediante una cromatografía en columna abierta usando gel de sílice como

fase estacionaria y como sistema de elución isocrática una mezcla de AcOEt-MeOH 9:1; de

esta columna se obtuvieron 183 fracciones de 50 mi cada una. En la Tabla 9 se resume el

sistema de elución empleado y las fracciones recolectadas.

Tabla 9.- Recromatografía de la fracción 110-146.

Eluyente

AcOEt-MeOH

Proporción (%)

9:1

Fracciones
recolectadas

1-183

Fracciones
combinadas

1-7

8-10

11-21

22-34

35-49

50-74

75-101

102-122

123-183

Peso del
residuo (mg)

30

150

320

210

311

382

334

205

295

La ccf de las fracciones indicó que la fracción 123-183 generaba una sola mancha, por lo

que se analizó espectroscópícamente. El resultado del análisis de RMN *H (Espectro 21) y

de espectrometría de masas (Espectro 24) indicó que la fracción 123-183 era una mezcla de

saponinas (295 mg), que daban una sola mancha en cromatografía en capa fina por ser de

similar polaridad, esta fracción se analizó mediante espectrometría de masas modalidad

42



FAB*. E! espectro resultante presentó los siguientes picos en una relación m/z de: 1095

[M+Naf; 1111 [M+Na]+; 1127 [M+Na]+; 1143 [ M+Naf.

HI.1.7.2 -HIDRÓLISIS ACIDA DE LA MEZCLA DE SAPONINAS.

100 mg de la mezcla de saponinas se trataron con HC1 1N (10 mi) y se calentaron durante 3

horas en un baño de vapor. Transcurrido el tiempo, la mezcla de reacción se neutralizó con

una solución concentrada de bicarbonato de sodio, se formó un precipitado. El precipitado

y la solución se extrajeron con CHCI3.

Se separó ía fase clorofórmica de la acuosa. Los componentes de la fase acuosa (azúcares)

se separaron mediante cromatografía en capa fina de sííica gel (impregnadas con

NaH2PC>4), usando como fase móvil una mezcla de 2-propanol: acetona: ácido láctico 0.1M

(4:4:2) y como agente cromogénico una mezcla de anilina-difenilamina-acetona-H3pO4; de

esta manera se detectaron ramnosa (rf 0.83), fucosa (rf 0.65) y glucosa (rf 0.41) sobre la

base de los datos reportados por Hansen, 1975.

Los componentes de la fase clorofórmica se aislaron usando cromatografía en capa fina

preparativa de gel de sílice y como eluyente acetato de etilo. Así se aislaron 1.1 mg de

saikogenina A (16) [pf = 300-301 °C. UV \max (en MeOH) 254 nm]; y 2.7 mg de 3,23,28-

trihidroxiolean-11,13 (18) dieno (17) [pf- 280-283 °C. UV X max (en MeOH) 246 nm].

HI.L7.3 -ACETILACIÓN DE LA MEZCLA DE SAPONINAS.

Una solución de 100 mg de la mezcla de saponinas disueltas en piridina (1 mi) y anhídrido

acético (1 mí) se calentó a 60 °C durante 1 h y posteriormente se dejó a temperatura

ambiente durante toda la noche. El progreso de la reacción se siguió mediante

cromatografía en capa fina. La reacción se detuvo agregando agua y enfriando la mezcla de
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reacción a 4 °C. La mezcla de los acetatos de saponina se íavó con agua y se extrajo con

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

IIM.7.4 -AISLAMIENTO DE LOS DERIVADOS ACETILADOS.

La mezcla de acetatos (32 mg) se disolvió en AcOEt y sus componentes fueron separados

mediante HPLC utilizando una columna preparativa (p.-Porasil). Los acetatos fueron

detectados mediante luz UV (250 nm) y separados por sus tiempos de retención (Rt). La

elución se llevó a cabo de manera isocrática usando una mezcla de n-hexano-AcOEt 1:1

(flujo: 0.5 ml/min.). Los compuestos 13 (Rt 40 min., 5%) y 14 (Rt 58 min., 23%), se

colectaron durante su primer paso a través de la columna. Cabe hacer notar que apareció un

pico adicional (Rt 12 min., 72%), y después de hacer su análisis espectroscópico se

concluyó que se trataba de una mezcla. Dos ciclos se llevaron a cabo para la separación

completa de los compuestos. El compuesto 14 (peracetato de la Buddlejasaponina I) (20

mg) es un polvo amorfo [a]D
25°« +27.7. IR vmax (película) cm'1, 2943 (OH), 1747 (OO) ,

1060 y 1039 (OO). EM-FAB* (Espectro 38) C8o035Hn4 m/z: 1657 [ M+23 ]\ 1635

[ M+H f , 1079 [ M- Aglicona ]+, 555 [ Aglicona ]+. RMN *H (Espectro39) (CDC13) 5:

0.78, 0.91, 1.08, 1.03; 0.97, 0.89 (cada señal 3H, s, 24—27, 29-30), 3.98, 3.18 (cada señal

un H, sist.AB, d, J - 7.5 Hz, H r28), 4.26, 4.05 (cada señal-un H, sist. AB, d, /= 12 Hz,

,7=11.5 Hz, H2-23), 5.16 (1H, dd, Ji=10.5 Hz, J2= 3 Hz, H-16), 5.41 (1H, d, J= 10.5 H-12),

5.88 (1H, d, J= 10.5 Hz, H-ll), 3.49 (1H, traslapado, H-3), 4.26 (1H, d, J= 8 Hz, H-l

fucosa), 4.71 (1H, d, J= 8 Hz, H-l glucosa), 4.64 (1H, d, J= 8 Hz, H-l glucosa), 4.86 (1H,

d, J= 2 Hz, H-l ramnosa), 1.14 (3H, d, J= 6.5 Hz, CH3 fucosa), 1.15 (3H, d, J= 6 Hz, CH3

ramnosa).
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El compuesto 13 (peracetato de 3-0-a-L-ramnopiranosil-(l~»4)~p~D--gÍucopiranosiI-

(l^-3)-[p-D-glucopiranosiÍ-(l~^2)]-p-D-fucopiranosií 3,23,28-trihidroxiolean~l 1,13(18)-

dieno) (12 mg) es un polvo amorfo [a]D
25°= -7.5. IR vm2X (película) cm"\ 2943 (C-H), 1747

( 0 0 ) , 1060 y 1039 (C-O). EM-FAB* (Espectro 44), C8o034Hn4 m/z 1641[ M+23 f, 1618

[ M f, 1079 [ M-Aglicona ]+, 539 [ Aglicona ]+ .RMN !H (Espectro 45) (CDC13) 5: 0.794,

0.925, 0.727, 0.962; 0.962, 0.794 (cada señal 3H, s, H3-24—27, 29-30),4.17, 4.0 (cada

señal un H, sist. AB, d, J= 11 Hz, J= 11.5 Hz, H2-28), 4.24,4.07 (cada uno un H, sist. AB,

d, J - 11.5 Hz, H2-23), 1.19 (1H, s amplio, H-16), 6.40 (1H, ád, J^ 11 Hz, J2= 3 Hz, H-12),

5.58 (1H, d, J - 10.5 Hz, H-ll), 3.5 (1H, traslapado, H-3), 4.27 (1H5 d, J= 8 Hz, H-l

fucosa), 4.72 (1H, d, J= 8 Hzs H-l glucosa), 4.66 (1H, d, J= 8 Hz, H-l glucosa), 4.82 (1H,

d, y - 1.5 Hz, H-l ramnosa), 1.151 (3H, d, J= 6 Hz, CH3 fucosa), 1.156 (3H, d, J= 5.5 Hz,

CH3 ramnosa).

IH.1.7.5- AISLAMIENTO 0 E SAPONINAS (SEGUNDO PROCESO).

Puesto que una de las fracciones del proceso discutido en el inciso IH.1.7.4 contenía

probablemente otra u otras saponinas, se decidió llevar a cabo una nueva extracción, para lo

cual, se procedió a recolectar planta durante eí mes de septiembre de 1999 en ia zona

geográfica de la primera colecta (Dr. Arroyo, N. L.).

Para la extracción de B. scordioides se procedió de la siguiente manera (Esquema 3):
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B. scordioides
Hoja (seca y molida)

2000 g

Extracción con hexano

Residuo

Extracción con AcOEt

Extracto hexánico
32.20 g

Residuo Extracto de Acetato de Etilo
55.62 g

Extracción con MeOH

Residuo Extracto metanólico
Desechar

Lavado con hexano

Soluble Insoluble

extracción MeOH

Residuo Extracto metanólico
260 g

Extracción con MeOH
Extracción con MeOH-H2O 4:1
Extracción con MeOH-H2O 1:1

Residuo Extracto hidroalcoholia
Desechar (43.1 g)

EXTRACTO POLAR (303.1 g)

Esquema 3.- Preparación del extracto polar de B. scordioides para ia separación de
saponinas.
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111.1.7.5.1- FRACCIONAMIENTO DEL EXTRACTO POLAR DE B. scordioides

(SEGUNDO PROCESO)

El extracto polar de B. scordioides (303.10 g) se fraccionó de manera preliminar en una

columna abierta empacada con 2.5 kg de gel de sílice 60 F254, usando iniciaimente como

fase móvil CH2Cl2-MeOH 9:1, y terminando con CH2Cl2-Me0H 6:4. Se recolectaron 258

fracciones de 250 mi. El fraccionamiento fue verificado mediante ccf y permitió la

obtención de 5 grupos de fracciones primarias. En la Tabla 10 se resumen los sistemas de

elución empleados y las fracciones resultantes.

Tabla 10.- Fraccionamiento del Extracto Metanólico de B. scordioides (Segundo proceso)

Eluyente

CH2Cl2~Me0H

CH2Cl2-MeOH

CH2Cl2-Me0H

CH2Cl2-Me0H

CH2Cl2-Me0H

Proporción %

9:1

6:4

Fracciones
recolectadas

1-234

236-258

Fracciones
combinadas

1-9

11-30

31-89

90-218

236-258

Peso del residuo
(g)

5.3

54.3

180.5

10.2

43.2

A partir de la fracción 11 y hasta la 30 cristalizó un compuesto (54.3 g) blanco con punto

de fusión de 158-160 °C que se identificó 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 verbascósido. A partir de la fracción 90 y hasta la 218

se obtuvo una mezcla de compuestos (10.2 g). Al analizar estas fracciones mediante ccf se

observó que sus factores de retención coincidían con los de las saponinas obtenidas en el

primer proceso, además de presentar también verbascósido, linarina y manitol.
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Las fracciones 90-218 se reunieron y analizaron por cromatografía en una columna abierta

empacada con 200 g de gel de sílice 60 F254, y eluida con una mezcla de CHCÍ3:MeOH,

iniciando con una proporción de 95-5 y subsecuentemente aumentando la polaridad, se

colectaron 96 fracciones de 100 mi. En la tabla 11 se muestran los sistemas de disolventes y

las fracciones obtenidas durante este proceso de separación.

Tabla 11.- Recromatografía de la fracción secundaria 90-218 (segundo proceso)

Eluyente

CHCl3-MeOH

CHCl3~MeOH

CHCl3-MeOH

CHCI3~MeOH

CHCl3~MeOH

CHCl3-MeOH

Proporción %

95:5

9:1

8:2

Fracciones
recolectadas

1-5

6-33

34-96

Fracciones
combinadas

26-35

36-41

42-52

54-96

Peso del residuo
(g)

3.2

2.4

1.8

0.960

0.520

La fracciones 42-52 (0.960 g) presentaron un patrón cromatográfico en ccf similar al de la

mezcla de las saponinas obtenidas en el proceso anterior, por lo que se continuó trabajando

con la misma. Las fracciones se reunieron y fueron sometidas a cromatografía mediante

filtración 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

patrón cromatográfico en ccf. A partir de la fracción 7 y hasta la 11 se obtuvo una mezcla

de saponinas (210 mg). Esta mezcla se anaíizó mediante espectrometría de masas

modalidad FAB+. El espectro presentó iones pseudomoleculares con una relación m/z de
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1073 [M+H]+; 1089 [M+H]+ y 11 í l [M+Na]+. De acuerdo con este análisis, las fracciones

7-11 contenían las saponinas.

HU.7.5.2-ACETILACIÓN DE LA MEZCLA DE SAPONINAS.

La fracciones 7-11 (200 mg) se reunieron, se disolvieron en piridina (2.5 mi) y en

anhídrido acético (2.5 mi); la mezcla se calentó a 60 °C durante 1 h y la reacción se dejó

durante toda la noche, el progreso de la misma se siguió por cromatografía en capa fina. La

reacción se detuvo agregando agua y enfriando a 4 °C. El producto se lavó con agua y se

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

HI.7.1.5.3- SEPARACIÓN DE LOS DERIVADOS ACETILADOS.

La mezcla de acetatos (100 mg) se disolvió en AcOEt y se separó mediante una

cromatografía en columna abierta empacada con 5 g de gel de sílice 60 F254. El proceso de

elución se efectuó con n-hexano y mezclas de n-hexano-acetona. En la Tabla 12 se

muestran los sistemas de disolventes y las fracciones obtenidas durante este proceso de

separación.

49



Tabla 12.- Cromatografía de la mezcla de saponínas acetiladas.

Eluyente

Hexano

Hexano-Me2CO

Hexano-Me2CO

Hexano-Me2CO

Hexano-Me2CO

Hexano-Me2CO

Hexano~Me2CO

Hexano-Me2CO

Proporción %

100

90:10

80:20

75:25

Fracciones
recolectadas

1-7

8-15

16-21

22-48

Fracciones
combinadas

1-28

29-30

31-33

34

35-37

38-44

Peso del residuo
(mg)

4.2

24.5

8.7

6.7

22.4

19.1

De las fracciones 29-30 y 34 se aislaron dos compuestos puros cuyas propiedades

fisicoquímicas y espectroscópicas coincidieron completamente con las de los compuestos

14 y 13 (respectivamente) aislados en el proceso anterior.

De las fracciones 38-44 se aisló el compuesto 15 (peracetato de 3-O-a-L-ramnopiranosil-

(1^4)-p-D-glucopiranosil-(l->3)-[p-D-glucopiranosil-(l->2)]-p-D-fucopiranosil

3,16,23s28-tetrahidroxiolean-ll,13(18)-dieno) (19.1mg), cuyas principales características

físicas son: polvo amorfo [a]D
25°= -10.5. IR vmax (película) cm"1, 2950 (C-H), 1747 (C=O),

1061 y 1041(C-O). EM-FAB+ (Espectro 50), Q ^ H n e m/z 1676 [M]+, 1079

[M-Agiiconaf, 539 [Agliconaf. RMN !H (Espectro 51) (CDC13) 6: 0.794, 0.925, 0.727,

0.962; 0.962, 0.794 (cada señal 3H, s, H3-24~-27, 29-30),4.17, 4.0 (cada señal un H, sist.

AB, d, y= 11 Hz, J= 11.5 Hz, H2-28), 4.24, 4.07 (cada uno un H, sist. AB, d, J= 11.5 H2-

23), 1.19 (1H, s amplio, H-16), 6.40 (1H, dd, ,/i= 11, J2= 3 H-12), 5.58 (1H, d, J= 10.5 Hz,
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H-l 1), 3.5 (1H, traslapado, H-3), 4.27 (1H, d, J= 8 Hz, H-l fiicosa), 4.72 (1H, d, J= 8 Hz,

H-l glucosa), 4.66 (1H, d, M 8 Hz, H-I glucosa), 4.82 (1H, d, J= 1.5 Hz, H-l ramnosa),

Í.15 (3H, d, J= 6 Hz, CH3 fucosa), 1.15 (3H, d, J= 5.5 Hz, CH3 ramnosa).
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HI.2 -METODOLOGÍA GENERAL PARTE BIOLÓGICA

III.2.1 -EVALUACIÓN DE LA ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA DE LOS

EXTRACTOS Y DE LOS COMPUESTOS AISLADOS DE B. perfoliata y B.

scordioides.

III.2.1.1 -EVALUACIÓN DE LA ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA.

E! método que se utilizó para evaluar la actividad antibacteriana de ios extractos y ios

compuestos puros fue el de difusión en agar ó de Kirby-Bauer (Barry y Thornsberry, 1987,

Vanden Berghe y Vlietinck, 1991). . El método general se expone en el Apéndice I, cada

bioensayo se realizó por triplicado.

IH.2.1.2 -MICROORGANISMOS UTILIZADOS. Vibrio cholerae CDC V12, Vibrio

cholerae INDRE 206 aislada de agua contaminada, Vibrio cholerae aislada de una muestra

clínica (estas cepas corresponden al grupo 01, productor de enterotoxina, serotipo Inaba,

biotipo E! Tor), Escherichia coli ATCC 25922, Enterobacter agglomerans ATCC 27155,

Salmonella typhi ATCC 19430, Shigella boydii ATCC 8700, Staphylococcus aureus ATCC

12398.

III.2.1.3 -EVALUACIÓN CUANTITATIVA. Para determinar la concentración mínima

inhibitoria (CMI) y la concentración bactericida mínima (CBM) se usó el método de

dilución en caldo (Jones, 1987, ver Apéndice Ií), cada bioensayo se realizó 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 disolventes utilizados para solubilizar los

compuestos (ver Apéndice ÍÍI).

IIU.2-MODO DE ACCIÓN DE LOS COMPUESTOS ACTIVOS AISLADOS DE

LAS DOS ESPECIES DE BUDDLEJA.

HI.2.2.1 -MICROORGANISMOS Y MEDIOS DE CULTIVO.

Las bacterias Staphylococcus aureus ATCC 12398 y Vibrio cholerae CDCV12 se

inocularon en caldo de infusión de cerebro y corazón de bovino (Bioxon 112-1) para

mantener los cultivos y en caldo Mueller-Hinton (Bioxon 260-1) para realizar ios

experimentos.

IH.2.2.2 -REACTIVOS.

Verbascósido obtenido de las especies de Buddleja; [2-3H] acetato de sodio (ICN 2200405);

L-[4,5-3H] Leucina (Amersham TRK 683); [metil-3H] timidina (Amersham TRK 758) y

[5,6»3H] uridina (Amersham TRK 410).

HI.2.2.3-BIOENSAYOS PARA DETERMINAR EL NÚMERO DE

SOBREVIVIENTES.

Los bioensayos se llevaron a cabo en caldo Mueller-Hinton que contenía concentraciones

del compuesto activo correspondientes a la concentración mínima inhibitoria (CMI), 0.5 de

CMI y la concentración bactericida mínima (CBM), el control fue tratado con el solvente

de dilución del compuesto activo (DMSO, 100^1). El inoculo inicial de bacterias

(determinado de acuerdo a medidas turbidimétricas utilizando el patrón de 0.5 de

McFarland, ver Apéndice II) contenía aproximadamente 3 x 107 unidades formadoras de

colonia (UFC). Los experimentos (n=3) se llevaron acabo en condiciones aeróbicas (sin

presión de CO2) y la temperatura de incubación fue de 37°C (Incubador Thelco Laboratory
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Oven Model 160). Para cuantificar las bacterias supervivientes al desafío (UFC/ml), se

tomaron muestras de 100 \ú de cada tubo experimental cada 4 horas y hasta las 24 horas.

Las células viables de cada tubo se determinaron mediante la técnica de dilución (Anhalt et

al , 1985). La constante de mortalidad (K) y el coeficiente de determinación se obtuvieron

usando la función de mortalidad de Gomperts (Duran, et al., 1986).

m.2.2.4 -INCORPORACIÓN DE PRECURSORES RADIACTIVOS.

Para incorporar cada precursor radiactivo en las células se procedió de la siguiente manera:

Se prepararon cultivos bacterianos en 10 mi de caldo de infusión de cerebro y corazón de

bovino (Bíoxon 112-1) y se incubaron durante 12 horas a 37°C (incubador Thelco

Laboratory Oven Model 160). Cuando el crecimiento bacteriano alcanzó la fase

exponencial (0.2 de absorbancia a 600 nm medida en un espectrofotómetro Spectronic 21

Milton Roy Company) el cultivo se diluyó 10 veces. Se prepararon 5 unidades para el

bioensayo (3 experimentales y 2 controles). A las unidades experimentales se les adicionó

el compuesto bioactivo a concentraciones que correspondieron a 0.5 CMI, CMI y CBM. A

un control se le agregó 100 \x\ de vehículo (solvente utilizado para diluir los compuestos) y

el otro control permaneció intacto. Los precursores radiactivos se agregaron a los tubos a

concentraciones de 0.1 fxCi/ml. Los tubos se incubaron a 37°C, y se tomaron alícuotas (1.0

mi) 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 mi) se suspendió en líquido de

centelleo (9.0 mi) (Ready Organic TM Beckman).

La radiactividad se determinó usando un contador de centelleo líquido (Beckman

LS000SE). Las muestras se leyeron durante un minuto. El porcentaje de precursor

incorporado a la bacteria se calculó mediante la proporción de cantidad remanente de
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radiactividad (número de cuentas por minuto) en cada tiempo. Se realizaron 5 réplicas por

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

HI.2.3-EVALUACIÓN DE LA CAPACIDAD FOTOPROTECTORA EN LA

REGIÓN DEL UV-B DEL O LOS COMPUESTOS ACTIVOS

IH.2.3.1 - PROTECCIÓN USANDO BACTERIAS.

La bacteria Escherichia coli (ATCC 25922) se dejó crecer en medio Mueller-Hinton

durante 12 horas, posteriormente se diluyó 1:10 en medio de infusión de cerebro y de

bovino (Bioxon-112), cuando el crecimiento poblacional alcanzó una densidad óptica (a

550 nm) de 0.3 se centrifugó (3500 rpm). Posteriormente, las bacterias se suspendieron en

10 mi de Ringer PBS (pH 7.0) y 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 disolvió en un disolvente apropiado (2.0 mg/ml), se depositó en cubetas de

cuarzo, y se colocó junto a la cubeta que contenía las bacterias (la cubeta de cuarzo que

contenía las bacterias se adhirió a la otra cubeta de cuarzo con la sustancia, esto formó una

unidad experimental). Finalmente se colocaron las unidades experimentales con la

sustancia a evaluar del lado de la lámpara y se irradiaron (0.60 Joule/cm2 medida con un

radiómetro Spectroline DM-300HA) con una lámpara de luz UV-B (312 nm Spectroline

EB-280C) a una distancia de 15 cm (intensidad de campo de 130 Watt/m2) durante 5

minutos y posteriormente en progresión geométrica. Se tomaron muestras de 100 \x\ cada

30 segundos de las unidades experimentales sin protección (control negativo) para realizar

el conteo de microorganismos sobrevivientes mediante la técnica de dilución (Eisenstadt et

al., 1994). Se procedió de igual forma con las unidades experimentales con protección,
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ampliando los intervalos de tiempo en progresión geométrica para la toma de muestras. Se

empleó como control positivo etíl-hexil-p-metoxicüiamato (Escalol, ISP VAN DDC) y

como control negativo el solvente usado para la disolución de los compuestos. Los

resultados se expresaron graneando el logaritmo del número de sobrevivientes con relación

al tiempo de irradiación (curvas de supervivencia). La constante de mortalidad (K) y el

coeficiente de determinación se obtuvieron usando la función de mortalidad de Gomperts

(Duran, et al, 1986), se llevaron a cabo 3 repeticiones por cada experimento. En el

siguiente esquema se describe el modelo experimental.

Modelo para evaluar la fotoprotección
los compuestos usando E. coli

Compuesto

ÜV

*
t »

1
/

/
í

TD TI T2 T4 T5

0.60 J/cm2 E.coíi ' UFC Log # sobrevivientes vs
15 cm 107-8 bacterias/mi Tiempo de irradiación

HI.23.2 -DETERMINACIÓN DEL FACTOR DE PROTECCIÓN SOLAR (FPS) EN

CUYOS.

Preparación 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 loción

depiladora (Velvínette-Wella). Posteriormente, se lavaron perfectamente las zonas

depiladas. Después de 16 horas, la piel de la zona dorsal de cada cuyo se cubrió dejando
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ventanas de exposición que se trataron con 2 mg/cm de la sustancia a evaluar o del

vehículo (las sustancias se disolvieron en un disolvente adecuado y se mezclaron con el

vehículo que fue: setting gel marca Stil Net y/o etanol-propüenglicol-agua 2:1:1). Las

ventanas de exposición se prepararon de la siguiente manera: cada animal (n™5 por

tratamiento) se envolvió en cinta adherible (marca Turk de 7.5 cm) que contenía seis

ventanas de exposición de 2 cm (3 ventanas a cada lado de la zona de la espina dorsal). La

parte adhesiva que cubría la zona dorsal se revistió con papel aluminio para prevenir el

enrojecimiento de la piel en dicha zona cuando se les desprendía la cinta para hacer la

evaluación.

Irradiación con luz UV-B. El lapso de tiempo entre el tratamiento tópico y la irradiación

con luz UV-B fue de aproximadamente 15 min. Los animales se colocaron en sujetadores y

se dispusieron a 15 cm de separación de la zona dorsal con respecto a la lámpara de luz

UV-B (312 nm, Spectroline EB-280C). La energía de irradiación a esta distancia es de

aproximadamente 0.60 Joule/cm (intensidad de campo de 130 watt/m ) calculada con un

radiómetro (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 exposición correspondiente. Si existía evidencia de la aparición de eritema antes

de cerrar la última ventana se concluía el experimento. El eritema se midió (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

Mínima) correspondió al tiempo de irradiación que provocó enrojecimiento detectable en el

área expuesta. El FPS se calculó de acuerdo con la siguiente ecuación:
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FPS= Dosis de UV que provoca 1 DME con producto
Dosis de UV que provoca 1 DME sin producto

La dosis fue el tiempo de exposición a la radiación expresada en minutos. De igual forma

se trataron los individuos que llevaron el vehículo y los no tratados (controles). Se ha

observado que los experimentos en cuyos proveen una buena aproximación de los FPS

calculados en humanos (Bissett, et al, 1987).

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

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

respectivamente. En el siguiente esquema se describe el modelo.

Lámpara de luz UV-B
312 nm.

Energía= 0.6 Joule/cm2
{distancia de 15 cm)

Ventana de exposición
2cm2
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IH.2.3.3- EVALUACIÓN DE LA FOTOPROTECCIÓN; ESTUDIO

HISTOPATOLÓGICO

Para llevar a cabo el estudio histopatológico se realizaron experimentos similares a los de

determinación del FPS, sólo que en este caso se irradió la zona dorsal de los cuyos con

dosis preestablecidas de íuz UV-B de acuerdo con los resultados obtenidos en la

determinación del FPS para cada sustancia. A cada animal se le prepararon ventanas de

exposición en las que se administró la sustancia fotoprotectora (2 mg/cm )5 junto a cada

ventana se preparó otra como control negativo (sin protección) y se irradió de igual manera

que en el experimento anterior. Veinticuatro horas después, se tomaron biopsias de las

zonas irradiadas (con y sin protección) de aproximadamente 25 mm2 y los cortes se

preservaron en formaldehído al 10% (en solución salina fisiológica), posteriormente, los

tejidos se prepararon para su observación microscópica de acuerdo a la técnica histológica

estándar de Eosina y Hematoxilina (Elenitsas, et al , 1997). La secuencia de pasos para

llevar acabo la técnica histológica se muestra en el Apéndice IV.

Una vez que se tuvieron las muestras de los tejidos fijadas y montadas, se realizó la

evaluación histopatológica en el microscopio óptico (Olympus CH-2 System OM, con

cámara fotográfica Olympus SC35 type 12), además, se tomaron microfotografías a 400X.

El estudio histopatoíógico consistió en la evaluación de la lesión (grado, extensión y curso),

la queratinización (orto o para), la proliferación epitelial, formación de edema y úlceras, y

necrosis todas estas correspondientes al diagnóstico de daño en la epidermis. Asimismo, se

evaluó la dermis de acuerdo a la infiltración de células mononucleares y

poiimorfonucleares, hemorragia y congestión (edema perivenular). Ei diagnóstico se basó

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

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

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

IV.l AISLAMIENTO DE LOS METABOLITOS SECUNDARIOS DE B. perfoliata.

IV.1.1 ANÁLISIS DEL ACEITE ESENCIAL.

B. perfoliata es una planta cuyo alto contenido de aceite esencial le confiere un olor

agradable especialmente cuando está fresca. Es bien sabido que los componentes de ios

aceites esenciales no solo poseen olor agradable sino que con frecuencia tienen propiedades

biológicas interesantes, por lo que se decidió aislarlo de ía planta fresca (Brul, 1999).

El análisis por cromatografía de gases acopiada a espectrometría de masas (CG/EM) mostró

que el aceite esencial que se obtuvo con un rendimiento de 0.37% estaba constituido casi

exclusivamente por a-pineno (96%) p eb.= 154-157 °C, PM- 136.24 (Figura 5). Su

identificación se logró por medio de su espectro de masas, el cual mostró un ion molecular

de 136, y un patrón de fragmentación que coincidió con el que tiene la biblioteca del equipo

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

C TIC ) '• • . .
Daca : Romo-AO OS
Sampie: B-perC
Noto : -
Xnlec i GC
ion S pee les : Normal loi»

In Mo3e
TIC kJWige : ni/z 33 t o 600

NO. RTTImin) Axis a Ate** Koigtu. rfeighC% Wldchtsecl IWTEG
1 2.89 €29.83 X.90 2OS.13 4.80 2.88 B3
2 3.46 31878.S8 95.98 3873.94 90.59 7.73 BB
3 3.7O 7O4.SX 2.12 197.Si 4.62 3.35 SB

Figura 5.- Cromatograma de los aceites esenciales de B. perfoliata.



El espectro de resonancia magnética nuclear del aceite mostró las señales típicas del a-

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

Tabla 13.-Desplazamientos químicos en RMN !H deí Aceite Esencial de B. perfoliata.

Asignación

H-2
H-3
H-4
H-5
H-6
H-7
H-9
H-10

Desplazamiento en
ppm
5.12

2.06-2.08
1.9

1.16,2.34
2.19
1.65
1.26
0.84

Multiplicidad

d,d(6.5,1.2)
m
m

m,m
m

d(1.8)
s
s

Los datos presentados en la tabla 13 coinciden con los reportados por la literatura (Sadtler

Hand Book of Protón Nuclear Magnetic Spectrometry, 1978. Sadtler Heyden, Philadelphia,

USA) para el a-pineno.

a-pineno (1)

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

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

que es conocido que el a-pineno es un compuesto germicida que tiene actividad
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antimicrobiana al provocar "lisis" bacteriana mediante la dilución de los fosfolípidos de la

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

IV.1.2 SEPARACIÓN Y ANÁLISIS DE LOS EXTRACTOS DE B. perfoliata.

El extracto de acetato de etilo sometido a cromatografía en columna rindió en sus

fracciones 58-155 (que fueron eiuídas con CI^Cb-MeOH 9:1) un compuesto blanco

amarillento pf 261°C. El espectro en el IR (Espectro 4) muestra una banda ancha a 3364

cm"1 (numerosos grupos hidroxílo); a 1659 cm"1 se observa una banda para carbonilo; a

1564 cm"1 se aprecia una banda de anillos aromáticos y a 806 cm"1 una banda que indica la

presencia de un compuesto aromático paz-a sustituido.

Su espectro de RMlSí'H (Espectro 3) mostró señales correspondientes a un sistema AB

aromático a 5 7.19 (d; J= 8.86 Hz) y a 5 8.1 (d, J= 8.86 Hz); un protón de hidroxilo

fenólico que por su desplazamiento a campo bajo (6 12.96) indica que forma un quelato con

un grupo carbonilo; un protón vinílico en 8 6.99 (s); dos protones aromáticos, uno a 5 6.84

(d, J= 2.06 Hz) y otro a 8 6.50 (d, J^= 2.06 Hz); una señal doble asignada al metilo de la

ramnosa a 5 1.1 (á,J= 6.2 Hz); una señal equivalente a dos protones en 8 2.55 (á, J= 3.48

Hz) que se asigna al metileno C-6 de glucosa; por último, entre 8 3.21 y 4.6 se observan

señales superpuestas que indican la.presencia de hidroxiíos de azúcares.

Las señales anteriores corresponden a las de la Hnarina por lo que su espectro se comparó

con el de una muestra auténtica obtenida de B. cordata, con la que coincidió totalmente,

quedando así identificada.

Para lograr una confirmación definitiva se preparó su acetato cuyo espectro en el infrarrojo

fue idéntico al de una muestra auténtica.
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RO

RO j o

Linarina R=H(2)

Acetato de Linarina R=OAc (2a)

El extracto butanólico se analizó mediante una cromatografía en columna empacada con gel

de sílice, eíuyendo con mezclas de CI^Cb-MeOH; de ía fracción 30 a la 49 se obtuvo

linarina (rendimiento total, 0.22%). La identidad de ésta se determinó por medio de sus

constantes físicas y datos espectroscópícos que se compararon con los de una muestra

aislada del extracto de acetato de etilo. Para realizar una identificación adicional se preparó

su acetato cuyo espectro de IR resultó idéntico al de una muestra auténtica.

De las fracciones 50-103 obtenidas de la cromatografía del extracto butanólico se aisló un

compuesto cuyo espectro de RMN*H (Espectro 5) corresponde al del verbascósido. En

dicho espectro destacan varias señales características como el doblete asignado al metilo

secundario de la ramnosa a S 1.08 (3H, d, J= 6.1 Hz); una señal equivalente para 2 protones

en 5 2.78 (2H, t, J= 7.32, Hz) que se asigna al Ar-CHrCB^-O del feniletano; entre 3.5 y

4.25 se observan señales superpuestas indicando la presencia de protones de azúcares. La

señal del protón anomérico de glucosa se observa a 5 4.36 (1H, d, J= 7.94 Hz) y el de la

ramnosa a 5 5.17 (1H, d, J- 1.1 Hz). A campo bajo se observan las señales de un sistema

AB vinüico típico de cinamato a 5 6.26 (1H, d, J= 15.8 Hz) y a 8 7.58 (1H, d, J= 15.8 Hz);
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por otra parte, se distinguen las señales de un grupo cafeílo: una señal centrada a 5 7.04

(1H, d, J= 1.81 Hz); un doble de doble centrado a 8 6.94 (1H, d, d, J¡= 8.1 Hz, J2= 1.96

Hz); además de una señal cuyo centro se encuentra a 8 6.76 (1H, d, J= 8.1 Hz). En la

misma zona del espectro se aprecian las señales aromáticas de un residuo de feniletanol:

una señal cuyo centro se localiza a 5 6.68 (1H, d, J= 2.0 Hz); una señal centrada a 8 6.66

(1H, d, J= 8.1 Hz); y un doble de doble cuyo centro se localiza en 8 6.55 (1H, d, d, J¡- 8.1

Hz»7fs2.04Hz).

La identidad definitiva de este compuesto se logró cuando su espectro de IR (Espectro 6)

coincidió banda por banda con el de una muestra auténtica del verbascósido registrado en

paralelo.

HO

OH QH

Verbascósido (3)

IV.1.2. BÚSQUEDA DE SAPONINAS EN B. perfoltaía. AISLAMIENTO DEL ÉStER METÍLICO

DEL ÁCIDO FERÚLICO.

Se preparó el extracto metanólico de las partes aéreas de la planta y posteriormente se

procedió a realizar una hidrólisis acida en busca de agliconas triterpénicas, sin embargo, no

hubo evidencia de la existencia de estos compuestos en dicho extracto. Durante la búsqueda

de las agliconas, se aisló la sustancia 4 mediante cromatografía en columna. Su espectro
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infrarrojo (Espectro 7) presentó absorciones asociadas con la presencia de grupo carbonilo

de éster (1707 cm*1), de grupo hidroxilo fenólico (3536 y 1267 cm"1), de doble ligadura

(1637 cm'1), y de unión C=C de anillo aromático (1513 cm"1). El espectro de masas de 4

obtenido mediante la técnica de impacto electrónico (Espectro 8) presentó un ion molecular

con una relación de. masa carga (m/z) de 208 urna. Este ion molecular corresponde a la

fórmula condensada C11H12O4.

Los espectros de RMN de *H y 13C (Espectros 9 y 10) de la sustancia 4 presentaron las

siguientes señales diagnósticas:

a) Un doblete a 8 7.62 (1H, J= 15.9 Hz) acoplado con otro a 8 6.29 ppm (1H, J± 15.9 Hz)

asignables a los hidrógenos de un sistema vinílico del éster ferúlico. En el espectro de RMN

I3CS las señales para los carbonos vinüicos se observan a 8 144.9 y a 8 115.13

respectivamente.

b) Un doblete debido a un protón aromático a 8 6.91 (1H, J~ 8.1 Hz) acoplado con otro

protón aromático cuya señal es un doble de doble y aparece a 5 7.07 (1H, Jj- 8.1 Hz; Jf=

1.8 Hz); este último protón se encuentra a su vez acoplado con otro protón aromático que se

distingue como doblete a 8 7.02 (1H, J- 1.8 Hz). En el espectro de RMN 13C las señales de

los carbonos aromáticos unidos a los protones anteriormente descritos se observan a 5

114.7, 8 123.0 y 5 109.4, respectivamente. Las asignaciones anteriores están de acuerdo

con las correlaciones heteronucleares que se observan en un experimento HETCOR

(Espectro 11). En dicho espectro se observan las conectividades siguientes: la señal del

carbono a 8 123.0 con la señal del protón que se distingue a 8 7.07; la señal del carbono a 6

114.7 con la señal del protón a 8 6.91 y la señal del carbono a 8 109.3 con la señal del

protón que se visualiza a 8 7.02.
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c) En el espectro de RMN13C se observan las señales de tres carbonos aromáticos

sustituidos; una de ellas se distingue a 5 146.8 y por su desplazamiento químico este

carbono está unido a un grupo OH, otro se presenta a 8 126.9 y de acuerdo a su

desplazamiento representa un carbono ipso a un sistema vinílíco. Por último, se observa

una señal a 8 147.9 que corresponde a un carbono ipso a un grupo metoxilo.

d) Los protones de los metoxilos se aprecian a 5 3.92 y 8 3.79, ambos singuletes. El

singulete más desplazado a campo bajo corresponde a los protones del metoxilo de la

función éster, y el menos desplazado a los protones del metoxilo unido al anillo aromático.

En el espectro de RMN13C los carbonos metoxílicos se observan a 8 55.9 y 8 51.6. El

primero corresponde al metoxiío del éster y el segundo al metoxilo ligado al anillo

aromático. El carbono correspondiente ai carbonilo del éster se aprecia a 8 167.7.

De acuerdo con el análisis de los espectros de IR, RMN y de masas del compuesto 4,

además de la comparación con los datos espectroscópicos reportados en la literatura

(Sadtler, 1978), la estructura propuesta para la sustancia aislada del hidrolizado del extracto

metanólico corresponde a la del éster metílico del ácido ferúlico. Es probable que este

compuesto se haya formado por metanólisis a partir del verbascósido como producto de la

hidrólisis acida.

Ester metílico del ácido ferúlico (4)
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IV.2 AISLAMIENTO 0E LOS METABOLITOS SECUNDARIOS DE B. scordioides.

Se procedió a la preparación de los extractos de acuerdo al esquema que se presenta en ei

punto III. 1.4.2. de la metodología. Los rendimientos de cada extracto fueron los siguientes:

EXTRACTO

Hexánico

Clorofórmico

Metanólico

PESO(g)

40.43

9.50

260.10

RENDIMIENTO (%)

1.81

0.43

11.68

IV.2.1 SEPARACIÓN Y ANÁLISIS DEL EXTRACTO METANÓLICO.

El extracto metanólico se analizó mediante cromatografía en columna usando como fase

estacionaria gel de sílice y como fase móvil acetato de etilo, aumentando la polaridad con

metanol. A partir de la fracción 24 y hasta la fracción 159 (eluídas 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 verbascósido. Su espectro en ei infrarrojo fue

idéntico al de una muestra auténtica, lográndose así su identificación definitiva.

De la fracciones 193 a la 303 se obtuvo un sólido (0.56%). El compuesto recristalizado de

metanol presentó un pf de 166-168°C. El rf de este compuesto (evaluado en varios sistemas

de disolventes) coincidió con el del manitol (5), además, su espectro infrarrojo (Espectro

12) coincidió con el de dicho compuesto (corrido en paralelo); esto es, presentó una banda

ancha a 3270 cm"1 correspondiente a grupos hidroxilo, y a 2935 cm'1 y 1458 cm"1 señales

que corresponden a grupos CH.
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—OH

—OH

HO —

—OH

Manitol (5)

Posteriormente, se procedió a separar los componentes de las fracciones 30-103 (Tabla 6)

que pesó 73.4 g. En este caso, la separación se llevó a cabo mediante cromatografía en

columna usando como fase estacionaria gel de sílice y como fase móvil una mezcla de

acetona-diclorometano (40:30). De la fracción 29 a la 35 de esta cromatografía cristalizó el

compuesto 6 (47.8 mg, 0.0026 %), posteriormente se recristalizó de acetona y presentó un

pf de 194-195°C, el espectro en el IR de este compuesto (Espectro 13) mostró bandas a:

3377 (OH); 1640 (C-C); 1113 (C-O), y 1507 cm4 ( O C de anillos aromáticos). El espectro

de RMN *H (Espectro 14) presentó una señal a 8 6.65 (s) que corresponde a dos protones

aromáticos equivalentes, un sistema vinílico a 8 6.49 (1H, d, J= 15.9 Hz) y a 8 6.28 (1H, d,

t, J\= 15.9 Hz, J2=5.1 Hz), esta última señal presenta a su vez un acoplamiento con una

señal a 8 4.18 (t, J=5.1 Hz) que representa un protón de un sistema metileno no

equivalente. Además, se observa una señal a 8 4.68 (t, J=5.1 Hz) que se asigna a un protón

en posición gem con respecto al protón anterior. A 8 3.83 (s) se observa una señal intensa

que integra para 6 protones correspondientes a dos metoxilos. Por otra parte, se observan

las señales de los protones correspondientes a hidroxilos de azúcar y a sus metinos gem

entre 8 3,3 y S 4.9. El protón anomérico se distingue a 8 4.75 (d, J= 6.9 Hz); y en 8 4.53 (d,

7=2.7 Hz) aparece una señal que integra para dos protones que por su desplazamiento

químico se atribuye a los protones de Ce de una molécula de glucosa.
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Siríngina (6)

Se realizó un experimento de correlación homonuclear en 2 dimensiones H -H COSY

(Espectro 15) para distinguir la conectívidad secuencial de los protones. En dicho espectro

se observa que la resonancia de un protón vinílico a 5 6.49 muestra conectívidad con la

señal de otro protón vinílico a 8 6.28. La señal del protón vinílico a 8 6.28 interactúa a su

vez con un sistema AB a 5 4.18 y 8 4.68. En el espectro también se observa la conectívidad

entre estos 2 protones. La señal del protón anornérico (8 4.75) muestra acoplamiento con la

del H-2 del azúcar que se distingue en 8 3.3. Por último, también se advierte la

conectívidad entre la señal de los protones del metileno del azúcar (8 4.53) con la señal del

protón H-5 que se observa a 8 4.21.

El espectro de RMN 13C mostró 14 señales, 3 de ellas correspondientes a dos átomos por lo

que la molécula debe contener 17 átomos de carbono (Espectro 16). La señal a 8 152.73

corresponde a dos carbonos aromáticos simétricos unidos a grupos metoxilo. Una señal a

8 134.48 correspondiente a un carbono aromático unido a oxígeno (de C-l de glucosa) y en

posición orto con respecto a ambos carbonos que sostienen los metoxilos. Una señal a 8

133.31 que representa el carbono ipso a un sistema vinííico. A 8 104.34 se encuentra una

señal de dos carbonos aromáticos equivalentes unidos a hidrógenos. En 8 130.12 se observa

una señal que representa un carbono vinílico y que debido a su desplazamiento químico se
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encuentra unido al anillo aromático. A 8 128.68 se observa la señal de otro carbono vinílico

y a 8 104.00 la del carbono anomérico de la glucosa. El C-2 del azúcar se observa a 8

74.27; el C-3 del azúcar a 8 76.80; el C-4 a 8 70.32; el C-5 a 8 76.47, y el C-6 a 8 61.59. Ei

metíleno del alcohol sínapílico aparece a 8 61.84 y por último, los metoxilos unidos al

anillo aromático se observan en una sola señal a 8 56.29 indicando que son equivalentes

(Tabla 14).

Tabla 14.-Desplazamientos Químicos en RMN i3C del Compuesto 6

Azúcar

Carbono (posición)

1

2

3

4

5

6

Desplazamiento
(ppm)
104.0

74.3

76.8

70.3

76.4

61.6

Anillo Aromático

Carbono (posición)

1

2,6

3,5

4

7

8

9

OMe

Desplazamiento
(ppm)
133.3

104.3

152.4

134.5

130.1

128.7

61.8

56.3

OH

BO

OH
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El análisis del espectro DEPT (Espectro 17) determinó la presencia de 2 metinos vinílicos a

5 130.1 y 128.7. A 5 104.0 se observa una señal que se asignó al carbón anornérico de una

molécula de glucosa y a 8 104.3 a dos metinos equivalentes del anillo aromático. A 8 76.8,

8 74.3, 8 76.5, 8 70.3, se observan señales correspondientes a los metinos 3, 2, 5 y 4 de la

glucosa respectivamente, asignados por comparación con los descritos en la literatura

(Niwa, et al, 1988 y Della Greca, et al, 1998). En 8 61.8 y 8 61.6 se distinguen dos

señales que corresponden a metiíenos unidos a oxígeno, el primero se atribuye al metileno

alílico y el segundo al -CH2-OH de la glucosa. La señal a 8 56.3 representa a dos metoxilos

unidos a un anillo aromático que por ser simétricos coinciden en una sola señal.

El compuesto fue sometido a un experimento de EM-FAB+ (Espectro 18); y en el espectro

se observa el ion pseudomolecular a m/z 395 [M+23], aunque el ion molecular es

claramente visible a rn/z 372, lo que está de acuerdo con la estructura propuesta. La ruptura

del enlace glucosídico origina un ion a m/z 210 (M-163) que corresponde al alcohol

sinapílíco, asimismo, la eliminación de glucosa rinde un fragmento de rn/z 193 (M-179).

El patrón de fragmentación antes descrito queda representado en el esquema (1),

confirmando la estructura 6, que por comparación 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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210

OH

372-

U f i

Fígura 6.- Patrón de Fragmentación de la siringina (6).

De las fracciones 44-51 de la misma columna se obtuvo un sólido (125.8 mg) que al ser

cristalizado de metanol presentó un pf de 249-251°C, cuyo rf coincidió con el del O-metil

catalpol (desarrollado en varios sistemas de disolventes). Su identificación definitiva se

logró cuando se registró su espectro de IR en paralelo con una muestra auténtica resultando

ambos espectros idénticos (Espectro 19).

MeO

Oglc

O-metilcatalpol (7)
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IV.2.2 ESTUDIO DE LAS SAPONINAS DE B. scordioides.

De ías fracciones más polares se obtuvo una mezcla que debido a la poca diferencia en sus

rf dan una sola mancha en cromatografía de capa fina, por lo que se creyó que se trataba de

una sustancia pura. El espectro en el IR de la mezcla (Espectro 20) mostró bandas a: 3342

cm'1 (OH); 2926 cm"1 (C-H); y 1095 cm"1 (C-O), además, la mezcla absorbió en el UV (X

max a 245 nm). El análisis de RMN*H (en piridina) de ía mezcla (Espectro 21) indicó la

presencia de cuatro protones vinüicos a 8 6.59 (d, J= 10.2), 5.60 (d, J~ 10.8), 5.9 (d, J-

9.9) y 5.40 (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 6 5.2 se observan las señales

correspondientes a los protones de azúcares, de los cuales, el doblete centrado a 8 6.1 se

atribuye al protón anomérico de ramnosa. A 8 5.56 (d, J= 8) y 5.73 (d, J- 8) se distinguen

señales que tentativamente se asignan a los protones anoméricos de la glucosa y fucosa,

respectivamente. A 5 1.70 (d) y 1.40 (d) aparecen dos dobletes que integran para 3 protones

y que por su desplazamiento químico se atribuyen a los metilos de ramnosa y fucosa

respectivamente (Kubota, et al., 1966). Cabe hacer notar que una señal de metoxilo a 8 3.2

aunque poco intensa es claramente visible.

El espectro de RMN 13C (Espectro 22) en piridina mostró 4 señales para carbonos

anoméricos de azúcares a 8 102.7, 103.9, 104.9, 105.7; la de 8 102.7 se atribuyó al carbón

anomérico de ramnosa, la presencia de este azúcar se encuentra reforzada por la señal a 8

18.5 que se atribuye a su metilo O 6 (Ding, et al., 1986). La señal a 8 105.7 se atribuye al

C-l de una fucosa cuyo metilo C-6 se observa a 8 17, las señales a 8 103.9 y 104.9

corresponden a los carbonos anoméricos de dos glucosas. En la región de campo bajo se

observan las señales a 8 127.8, 127.4, 137.5 y 135 que se atribuyen a los carbonos C- l l .

74



C-12, C-13 y C-18 de un dieno triterpénico. La posible presencia de un metoxilo indicada

por la señal a 8 3.2 en H RMN se encuentra reforzada por una señal en C RMN a 8 52.2.

El espectro de I3C RMN DEPT (Espectro 23) mostró cuatro grupos -CH2 - O - de gran

intensidad a 8 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 8 73.2 la señal de un metileno cuyo desplazamiento

químico es congruente con el de un puente de oxígeno 28-13. De acuerdo con estos datos y

por comparación de los desplazamientos químicos con los reportados en la literatura

(Kubota, et al., 1966; Ding, et al, 1986) se concluyó que la mezcla estaba compuesta de

saponinas tríterpénicas derivadas del oleanano. Para comprobar esta hipótesis se realizó una

hidrólisis a la supuesta mezcla de saponinas para detectar las agliconas y los azúcares

presentes en dicha mezcla (apartado IV.2.2.1).

El espectro de masas (EM-FAB+, Espectro 24) de la mezcla indicó 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 o 9.

R— Kan Gtc Fue

Glc

OH

OH OH

75



Varios autores (Ding, et aL> 1986; Ding, et al., 1991; y Yamamoto, et 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 señales en C NMR a 5 64.6 y 65.5 que son característicos

para C-23 y C-28 de este tipo de dienos y que son los más intensos en el espectro de la

mezcla, esto además de las señales de protones a 6 6.6 y 5.6, típicas para este tipo de

dienos. SÍ bien es verdad que en la extracción y purificación se empleó CHCI3 cuya acidez

pudo haber provocado la apertura del éter cíclico, hay que señalar el predominio del dieno

sobre otro tipo de triterpenos. Ishi y colaboradores (1980) hacen amplio uso del CHCI3 en

la separación y, sin embargo, sólo 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 azúcares ramnosa, glucosa y

fucosa y el tipo de enlace azúcar-azúcar; sin embargo, los pesos moleculares obtenidos por

espectrometría 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 a m/z 1127.

CH,Q
4 3

R= Rant GIc Ríe*

2

GIc

10
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El pico a m/z 1143 se explicaría por la presencia del compuesto 11, este último al perder

metanol daría un pico a m/z 1111. Este pico también puede deberse a los derivados de 8 o 9

conunOHenC-16.

RO

OH

11

R= Ran -^~~Glc -J~

Glc

IV.2.2.1 HIDRÓLISIS.

La mezcla de saponinas libres se sometió a hidrólisis acida, separándose la fase orgánica

soluble en cloroformo, de la fase acuosa que contenía los azúcares, estos se separaron por

cromatografía y se identificaron como fiicosa, glucosa y ramnosa por comparación de sus rf

con los reportados con aquellos de muestras auténticas.

La fase orgánica mostró la presencia de dos sustancias que absorben luz UV en la región de

254 nm, estas se separaron mediante cromatografía en capa fina preparativa. Los espectros

de RMN!H de ambas sustancias fueron similares a excepción de la señal que presentó una

de ellas a 8 3.93 (dd, 12.5 y 4 Hz) y que corresponde al protón del C-16 unido a un grupo

hidroxilo. El análisis del espectro de RMN'H de una de las sustancias (16) mostró las

señales características del esqueleto del oleanano; a 5 5.59 (dd, J¡~ 10.5 Hz, J2= 2 Hz) se

observa la señal del hidrógeno vinílico de C-ll; a 8 6.5 (dd, J= 10.5 Hz, J¿= 3 Hz) se

distingue la señal del protón vinílico de C-12; a 6 3.66 la señal doble dejoble (J= 10 Hz,
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J¿= 6.5 Hz) de H-3; y entre 0.73 y 1.01 se observan siete señales singulete que

corresponden a los siete metilos del esqueleto del oleanano. Las sustancias fueron

caracterizadas como 3,16,23,284etrahidroxiolean~ll,13(18)-dieno o Saikogenina A (16); y

como 3, 23, 28-trihidroxiolean-ll,13(18)-dieno (17) mediante estudios espectroscopios de

RMN !H, 13C, COSY, HMQC y HMBC (Espectros 28, 29, 30, 31, 32, y 33, 34, 35, 36, 37

respectivamente). La aglicona 16 fue la más polar y tuvo un pf de 300-301 °C, la menos

polar corresponde a la sustancia 17 que presentó un pf de 280-283 °C. Los desplazamientos

químicos (en CDCI3) de los treinta carbonos de las dos agliconas se observan en la tabla 15;

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

OH
R

16 R=OH saikogenina A

17 R-H 3,23,28-trinidroxiolean-ll, 13(18)-dieno

Las constantes físicas y la estructura de 16 corresponden 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-l l,13(18)-dieno descrita por Ding et «/.(1991).
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Tabla 15.- Desplazamientos Químicos
en RMN 13C de las agliconas 16 y 17

CARBÓN

C-l
C-2
C~3
C-4
C-5
C-6
C-7
C-8
C-9
C-10
C-ll
C-12
C-13
C-14
C-15
C-16
C-17
C-18
C-19
C-20
C-21
C-22
C-23
C-24
C-25
C-26
C-27
C-28
C-29
C-30

COMPUESTO

16

38.0
26.8
76.2
41.8
49.3
18.4
32.2
40.0
53.9
36.8

125.3
126.2
136.3

44.6
29.0
74.4
42.9

136.8
37.7
34.0
34.5
22.2
71.3
11.0
16.6
18.3
21.8
63.5
32.1
24.6

17

37.7
26.7
76.4
41.8
49.4
18.4
32.6
39.9
54.2
35.0

1253
126.2
136.0
42.0
30.3
24.7
38.1

132.9
38.1
33.0
32.7
22.7
71.6
10.0
16.5
18.3
20.4
65.3
32.3
24.5

Los desplazamientos químicos se expresan en ppm. Las asignaciones están 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

Posición

3

11

12

16

21

23

24

25

26

27

28

29

30

16

3.66 (dd, 10, 6.5)

5.59 (dd, 10.5, 2)

6.37 (dd, 10.5,3)

3.93 (dd, 12.5,4)

1.87 (a)

3.74 (d, 10.5)

3.44 (d, 10.5)

0.87 (s)

0.73 (s)

0.93 (s)

1.01 (s)

3.78 (d, 7)

4.11 (d, 6.5)

0.97 (s)

0.78 (s)

17

3.68 (dd, 10,6)

5.58 (dd, 10.5,2)

6.43 (dd, 10.5,3)

1.44 (a)

1.71 (a)

3.74 (d, 10)

3.44 (d, 10)

0.88 (s)

0.72 (s)

0.94 (s)

0.97 (s)

3.57 (d, 10.5)

3.61 (d, 11)

0.96 (s)

0.79 (s)

Los desplazamientos químicos están expresados en ppm, referidos al TMS, y las constantes de
acoplamiento (en paréntesis) en Hz. Las asignaciones están de acuerdo con los resultados de los
experimentos COSY, HMQC y HMBC. (a)= señal traslapada.
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IV.2.2.2 ACETILACION DE LA MEZCLA DE SAPONINAS.

La mezcla de saponinas se acetiíó de manera convencional y la mezcla de acetatos se

sometió a análisis espectroscópico de RMN *H, C y de espectrometría de masas

(Espectros 25, 26 y 27, respectivamente). En la RMN !H (en CDCb) de la mezcla se

observan las señales de 4 protones vinílicos a 5 6.38, 5.9, 5,56 y 5.40, Las señales que se

desplazan a 5 638 y 5.56 corresponden a protones vinílicos de un sistema conjugado como

el de 8 y las que se desplazan a 8 5.9 y 5.4 corresponden a una doble ligadura aislada como

la de 9. Entre 5 4:6 y 5.2 se observa un conjunto de señales correspondientes a protones de

azúcares, entre los que se puede distinguir a 8 5.17 un doblete del protón anomérico de

ramnosa. Las señales de los protones anoméricos de glucosa y fucosa (dobletes en ambos

casos) aparecen a 8 4.69 y 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 identificó por medio de un sistema AB entre 8 3.2 y 8 3.9, el hidroximetileno (C-23) de

dicha saponina apareció como un segundo sistema AB a 8 4.28 y 4.03. En la zona de

metilos sobresalen las señales de los dobletes a 5 1 .13ya§1.03 que corresponden a los

metilos de ramnosa y fucosa respectivamente.

Los espectros de RMN !3C fueron de gran ayuda en la elucidación estructural, la presencia

de seis señales correspondientes a los 6 carbonos vinílicos de las sustancias de tipo 8 y 9 se

observan entre 8 125 y 136. Los carbonos anoméricos están presentes entre 5 99 y 103

(cuatro señales), el espectro también muestra a 5 61.99 y a 8 60.64 señales que

corresponden a los hidroximetilenos C-6 de dos moléculas de glucosa. Es notable una señal

a 8 52.2 que indica la presencia de un grupo metoxilo.
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El espectro de masas de los productos de acetiíación de !a mezcla de saponinas (Espectro

27) mostró picos a m/z: 1576 [Mf, 1618 [M]+ , 1641 [1618+23]* y 1657 [1634+23]4" 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 azúcares acetilados; triacetil-

ramnosa a m/z 273, tetraacetil-glucosa a 331, y a m/z 1079 el pico correspondiente a los

cuatro azúcares acetilados. Se pueden observar también los picos correspondientes a las

agliconas acetiladas a m/z 495 (1576-1079), a 539 (3618-1079) 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 azúcares.

RO- 1

RO OR

R=Ac

12
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RO 1

OR OR
OR

R=Ac

13

RO 1

OR

R=Ac

14
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IV.2.2.3 SEPARACIÓN Y ANÁLISIS DE LAS SAPONINAS ACETILADAS.

Los componentes de la mezcla de saponinas acetiladas se separaron usando cromatografía

de líquidos de alta resolución (en el primer proceso); y mediante filtración en geí y

cromatografía en columna en el segundo proceso, en este caso se obtuvo una saponina que

no se había aislado en el primer proceso y cuyo ion molecular determinado mediante

espectrometría de masas modalidad FAB+ (Espectro 50), fue: CnOieH-ue m/z 1676 [M]+,

1079 [M-Aglicona3+, 539 [Aglicona]+ (15).

RO 1

OR OR

R-Ac

15

Las saponinas 13 y 14 fueron identificadas mediante espectrometría de masas y estudios

espectroscópicos de RMN IH, RMN I3C, 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 análisis de sus espectros de masas, de RMN !H, RMN 13C y

DEPT (Espectros 50, 51, 52 y 53). Las tablas 17 y 18 muestran las asignaciones para los



carbonos y ios protones de las saponinas con base en los estudios de RMN homo y

heteronuclear.

13,Tabla 17.- Desplazamientos Químicos en C-RMN de 13,14 y 15 en CDCÍ3

13 14 15 13 14 15

C-l
C-2
C-3
C-4
C-5
C-6
C-7
C-8
C-9
C-10
c-11
C-12
C-13
C-14
C-15
C-16
C-l 7
C-l 8
C-19
C-20
C-21
C-22
C-23
C-24
C-25
C-26
C-27
C-28
C-29
C-30

38.0
25.2
83.6
42.0
47.8
18.0
33.0
40.4
54.8
36.4

125.4
126.6
133.3
42.3
35.1
25.2
42.3

137.1
38.2
33.0
32.9
29.7
65.9
12.5
18.3
16.4
20.2
65.5
32.2
24.4

37.9
25.1
83.6
41.8
47.5
20.7
31.2
31.8
52.8
35.9

132.6
129.6
83.8
41.5
29.7
68.7
45.1
51.6
37.3
31.4
34.2
25.9
65.3
12.3
18.0
19.4
20.5
73.2
33.3
23.6

37.6
25. í
83.6
41,8
47.5
17.8
32.8
40.3
53.9
36.2

125.0
127.3
131.0
42.0
34.8
68.6
43.9

136.9
37.7
32.1
32.1
29.7
65.2
12.5
18.3
16.5
20.7
63.7
32.8
24.2

Fue
C-l
C-2
C-3
C-4
C-5
C-6

Glc
C-l
C-2
C-3
C-4
C-5
C-6

Glc
C-l
C-2
C-3
C-4
C-5
C-6

Rha
C-l
C-2
C-3
C-4
C-5
C-6

103.3
74.2
79.3
73,0
67.9
16.7

100.2
68.7
76.3
75.0
71.9
62.2

100.2
72.1
73.0
76.3
73.0
60.7

99.5
70.0
68.7
70.1
69.0
17.3

103.3
74.7
79.3
72.9
67.8
16.4

100.1
68.5
72.9
75.0
71.8
62.1

100.0
71.9
74.1
76.1
72.7
60.5

99.4
69.9
68.6
70.1
69.0
17.2

103.3
74.1
79.3
72.9
67.8
16.8

100.1
68.4
72.9
72.7
71.7
62.1

99.9
71.9
73.0
76.1
72.8
60.6

99.3
69.9
68.4
70.6
69.0
17.2

Los desplazamientos químicos se expresan en ppm. Las asignaciones están de acuerdo con ios
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
II
12
16
21
23

24
25
26
27
28

29
30

Azúcares unidos a C-3

Fue

3.5 (a)
5.58 (d, 10.5)
6.40 (dd, 11,3)
1.19 (s)
0.88 (d, 7)
4.24 (d, 11.5)
4.07 (d, 11.5)
0.79 (s)
0.92 (s)
0.72 (s)
0.96 (s)
4.17 (d, 11)
4.00 (d, 11.5)
0.96 (s)
0.79 (s)

3.49 (a)
5.88 (d, 10.5)
5.41 (d, 10.5)
5.42 (dd, 10.5, 3)
1.18 (dd, 11.5, 3)
4.26 (d, 12)
4.05 (d, 11.5)
0.78 (s)
0.91 (s)
1.08 (s)
1.03 (s)
3.98 (d, 7.5)
3.18 (d, 7.5)
0.97 (s)
0.89 (s)

3.49 (a)
5.62 (d, 10.7)
6.39 (dd, 10.7,2.2)
5.42 (d, 3.3)
1.03 (d, 10.1)
4.26 (d, 11.8)
4.04 (d, 12)
0.77 (s)
0.91 (s)
0.78 (s)
1.10 (s)
4.50 (d, 11.8)
4.04 (d, 12)
0.96 (s)
0.78 (s)

1
2
3
4
5
6

GIc (C-2 de Fue)
1
2
3
4
5
6

Glc ' (O3deFuc)
1
2
3
4
5
6

Ram (C-4 de Glc')
1
2
3
4
5
6

4.27 (d, 8)
3.82 (a)
3.75 (dd, 9.5,3.5)
5.17 (dd, 9.5,3)
3.82 (a)
1.15 (d, 6)

4.72 (d, 8)
5.11 (a)
4.83 (dd, 7,7)
5.11 (a)
3.62 (a)
4.74 (dd, 12.5,2)
4.07 (dd, 11.5, 5.5)

4.66 (d, 8)
4.92 (a)
5.11 (a)
3.91 (dd, 9,9.5)
3.5 (a)
4.74 (dd, 12.5, 2)
4.11 (dd, 12.5,3)

4.82 (d, 1.5)
5.10 (a)
5.10 (a)
5.03 (dd, 10, 10)
3.62 (a)
1.15 (d, 5.5)

4.26 (d, 8)
3.82 (a)
3.75 (dd, 9.5,3.5)
5.18 (d, 3)
3.82 (a)
1.14 (d, 6.5)

4.71 (d, 8)
5.10 (a)
4.84 (dd, 7.5, 7)
5.10 (a)
3.62 (a)
4.33 (dd, 12.5, 5)
4.05 (d amplio, 11.5)

4.64 (d, 8)
4.91 (dd, 8, 8)
5.10(a)
3.92 (dd, 9.5,9.5)
3.48 (a)
4.75 (dd, 12.5,2)
4.11 (dd, 12.5,3)

4.86 (d, 2)
5.10 (a)
5.16 (dd, 10,3.5)
5.04 (dd, 10,10)
3.62 (a)
1.15 (d, 6)

4.27 (d, 7)
3.82 (a)
3.75 (dd, 9.8, 3.3)
5.18 (d, 3)
3.82 (a)
1.14 (s)

4.70 (d, 7.1)
5.08 (a)
4.85 (dd, 6.8,4.4)
5.08 (a)
3.62 (a)
4.32 (dd, 12,4.4)
4.10 (dd, 11.3,4.4)

4.63 (d, 7.9)
4.92 (a)
5.08 (a)
3.91 (dd, 9.3,9.3)
3.48 (a)
4.74 (d amplio 12)
4.10 (dd, 11.3,4.4)

4.84 (d, 2.4)
5.08 (a)
5.09 (a)
5.03 (dd, 9.6,9.6)
3.62 (a)
1.14 (d, 6.33).

Los desplazamientos químicos están expresados en ppm, referidos al TMS, y las constantes de
acoplamiento (en paréntesis) en Hz. Las asignaciones se realizaron con base en ios resultados de los
experimentos COSY, HMQC y HMBC. (a)= señal traslapada
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Si bien, ya se sabía que las saponinas presentaban en la aglicona el esqueleto del oleanano

(sección IV.2.2.1), las diferencias entre las tres saponinas se dilucidaron al comparar los

espectros de RMN de *H y i3C.

Las saponinas 13 y 15 presentaron un dieno conjugado en posición 11-12, 13(38). La

diferencia entre ambas, consistió en que 15 contiene un grupo hidroxilo en la posición 16,

este hecho se reflejó en los desplazamientos químicos de sus espectros de RMN. En ios

espectros de RMN de la saponina 15 las señales tanto del protón como del carbono de la

posición 16 se observaron a campo bajo (6 5.42 y 8 68.6, respectivamente) debido al efecto

paramagnético del grupo hidroxilo; en cambio, en los espectros de RMN de la saponina 13

las señales del protón y del carbono de la misma posición aparecieron a campo alto (8 1.19

y 8 25.2, respectivamente).

La saponina 14 presentó un doble enlace en posición 11-12 cuyas señales en el espectro de

RMN I3C, se observaron a 8 132.6 y a 8 129.6, respectivamente. El compuesto 14 posee un

puente etéreo entre C-13 y C-28 evidenciado en su espectro de RMN *H por dos señales

dobles, una centrada a 8 3.18 y otra a 8 3.98. En cambio las señales de los protones en la

misma posición de las saponinas 13 y 15 por estar vecinas a un grupo acetato se observan a

menor campo como dos señales dobles centradas a 8 4.0 y 8 4.17 (saponina 13); y a 8 4.04

y 8 4.50 (saponina 15). Por otra parte, la señal del carbono 28 de la saponina 14 aparece en

el espectro de RMN i3C a 8 73.2, en cambio las de las saponinas 13 y 15 se observan a 8

65.5 y 8 63.7, respectivamente. Los datos anteriores son similares a los reportados en la

literatura para los desplazamientos químicos de dienos triterpénicos y triterpenos con

puente etéreo 28-13 (Tori, et al, 1976).
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Cuando se llevó a cabo ia hidrólisis acida de ia mezcla de saponinas se habían detectado

mediante cromatografía de capa fina tres azúcares diferentes (focosa, 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 protónica como de carbono-13 de

cada una de las saponinas aisladas, por lo tanto, cada saponina presentaba cuatro azúcares.

El patrón de señales en la zona de los azúcares es similar, tanto en H como en C. Para

determinar la identidad de los azúcares presentes en las saponinas se analizó el espectro de

correlación homonuclear en dos dimensiones 3H-!H COSY, en donde se observó

principalmente la conectividad secuencial de cada uno de los hidrógenos anoméricos, cabe

hacer notar que los espectros COSY de las tres saponinas aisladas fueron idénticos en la

zona de los desplazamientos químicos de las señales correspondientes a los protones de los

azúcares (Figuras 7, 8 y 9).

El análisis se inició (Figura 7) con la señal del hidrógeno anomérico localizada a 6 4.26 (d,

J= 8.0 Hz), la cual muestra correlación con una señal múltiple centrada a 5 3.82 asignada a

H-2; la señal del hidrógeno H-2, a su vez, muestra correlación con una señal doble de doble

centrada a 8 3.75 con constantes de acoplamiento de 9.5 y 3.5 Hz, asignada a H-3; esta

señal también muestra correlación con la señal centrada a 5 5.18 (dd, 9.5, 3 Hz) que se

asignó al H-4. La señal del protón H-5 se localiza en el multipíete centrado a 5 3.82, esta no

mostró claramente una correlación con la señal de H-4, sin embargo, sí es evidente la

correlación de la señal de H-5 con la señal de los protones de un metilo que se observa

como un doblete centrado en 6 1.14 (d, 6 Hz) y que se asignaron como H-6 (figura 9). Estas

conectividades, así como las multiplicidades y constantes de acoplamiento (especialmente



la del carbono anomérico J= 8.0 Hz) observadas para estas señales, indican que este azúcar

corresponde a ia p-fucopiranosa.

5 . 2 3 . 0 4 . 8 4 . 6 4 . 4 4 . P 4 . 0 3 . 8 3 . 6 3 . 4 3 . 2

Figura 7.- COSY lH-lU expansión en 3.1-5.3 ppm

La identidad de otro de los azúcares presente en las saponinas, también se estableció

mediante el análisis del experimento COSY (figura 7) como se indica a continuación: la

señal de un protón anomérico a 8 4.71 que se observa en el espectro como un doblete (J= 8

Hz) muestra correlación con una señal múltiple a 5 5.10, en este multiplete se encuentran

traslapadas las señales correspondientes a H-2 y H-4, puesto que es evidente que existen

correlaciones entre este multiplete con una señal centrada a 5 4.84 (dd, J= 7.5, 7 Hz) y con

un multiplete a 5 3.62, estas dos últimas señales se asignaron a los protones H-3 y H-5
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respectivamente. La señal a 6 3.62 (correspondiente a H-5); a su vez, muestra correlación

con la seña! de los protones del hidroximetileno H-6 que se observa a 5 4.33 (dd, J= 12.5, 5

Hz). La presencia de un sistema AB del hidroximetileno fiie evidente cuando se observó

que existía correlación entre la señal a 8 4.33 con la presente a 8 4.05 (d amplio, 11.5 Hz).

Las multiplicidades y constantes de acoplamiento, así como la correlación secuencial entre

las señales permitieron establecer la identidad de este azúcar como la p-glucopiranosa.

1111H i m 1 wrytwrT | ti rrpTrrrrrTT p mprvi ip i; 11111 vm p-ntfi vrrp T T I % T nt p m ; i rrrp i
5 . 2 ' 5 . 0 4 . 8 4 . 6 A . A A . 2 4 . 0 3 . 0 3 . 6 3 . 4 3 . S

Figura 8.- COSY ' H - ' H expansión en 3.1-5.3 ppm

El tercer azúcar 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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azúcar. Al igual que en los casos anteriores, se tomó como punto de partida la señal del

protón anomérico, el cual se observa como un doblete centrado a 5 4.64 (d, 8 Hz). Esta

señal tiene correlación con un doble de doble centrado a 8 4.91 (J- 8, 8 Hz) que se asignó

al H-2. A su vez, esta señal mostró correlación con el multiplete centrado a 8 5.10 que fue

asignado al H-3 (en este multiplete coincidieron las señales de varios protones). La señal

múltiple en 8 5.10 presentó correlación con un doble de doble centrado a 8 3.92 (J~ 9.5,9.5

Hz) y que se asignó al protón H-4. Por otra parte, se detectó correlación entre la señal

asignada a H-4 y el multiplete cuyo centro se observa a 8 3.48 y que fue asignado al protón

H-5. Por último, la señal múltiple a 8 3.48 mostró correlación con un sistema AB

correspondiente al hidroximetileno de la glucosa cuyas señales se visualizan a 8 4.75 (dd,

J^ 12.5, 2 Hz) y a 8 4.11 (dd, 12.5, 3 Hz), también fue evidente la correlación entre estas

dos señales.

De la misma manera que en los casos anteriores, mediante el análisis del espectro de

correlación homonuclear ' H - ' H COSY (figura 8) se determinaron las conectividades

secuenciales de los protones del cuarto azúcar, que en este caso fue identificado como a

ramnosa. La señal del protón anomérico se distingue como doblete centrado en 8 4.86 y con

constante de acoplamiento de 2 Hz, esta señal presentó correlación con un multiplete

centrado en 8 5.10 que corresponde al H-2. La constante de acoplamiento de H-l, indicó

una relación ecuatorial-ecuatorial entre dicho protón y el H-2, lo que establece que la

forma anomérica es a. El protón correspondiente a H-3 presentó una señal a 6 5.16 (dd, 10,

3.5 Hz) que por su cercanía con la señal de H-2 se aprecia un cuadro de conectividad

pequeño. El mismo fenómeno se observa en la correlación de H-3 con la señal de H-4 que

se presentó como un doble de doble centrado a 8 5.04 (/= 10, 10 Hz). La señal doble de
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doble correspondiente a H-4 mostró correlación con un multiplete centrado a 8 3.62 y que

se asignó a H-5. Por último la señal correspondiente a H-5 (figura 9) presentó correlación

con la señal de los protones del metilo que se observan como un doblete centrado a 8 1.15

(J= 6 Hz).

N.A.M. Instituo de OutialCB I CU
. A. ítotio F13-15
0 MHi
sy

F2 .
(ppra)

1.0-

1.5-

a.o-

2.5-

3.0-

3.5-

4.0-

4-4-

QQS.

~l—I—I—i—I—i—l i i—l—r—t—r—T—i—(—r—l—i—i—t—l—l—T"

' 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0

Figura 9.- COSY lU-lU expansión en 3.1-5.3 ppm

Fue especialmente útil el experimento de HMBC que se les realizó a las saponinas, los

resultados de este, permitieron establecer la posición del enlace azúcar-azúcar y a su vez la
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secuencia de los mismos con relación a la aglicona. De esta forma, el espectro HMBC

indicó que existía correlación heteronuclear a tres ligaduras entre el C-3 de la aglicona y el

H-l de la fucosa; el C-3 de ía aglicona y un protón de C-23; el H-2 de Fucosa con el

carbono anomérico de una glucosa (Glc); el H-3 de fucosa con el carbono anomérico de

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

una de las saponinas se muestra en la figura 10.

C,Gluc*

H, Fue

Figura 10.- Sección del espectro HMBC del Peracetato de la Buddlejasaponina I.

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

una relación masa carga (m/z) de 1618, 1634 y 1676 urna, respectivamente. En las figuras

93



11, 12, y 13 se observan los mapas de fragmentación propuestos con base en los espectros

obtenidos mediante experimentos de EM modalidad FAB.

COMPUESTO 13

273

1079

561-*

1095

R-Ac

OR OR

1618

Figura 11.- Mapa de fragmentación del peracetato de 3-O-a-L-ramnopiranosil-(l->-4)-P-D-

glucopiranosil-(l~>3)-[p-D-glucopiranosiI-(l-^-2)]-p-D-fiicopiranosil 3,23,28-

trihidroxiolean-1 l,13(18)-dieno.

94



COMPUESTO 14 555 s39

1079

1576

561

1634

Figura 12.- Mapa de fragmentación del peracetato de la Buddlejasaponina I.
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COMPUESTO 15

614

273

1079

ÓR OR

R=Ac

1676

Figura 13.- Mapa de fragmentación del peracetato de 3-O-a-L-ramnopiranosil-(l->4)-p-D-

glucopiranosil-(l->3)-[p-D-gíucopiranosil-(l->2)]-|3-D-fucopiranosiÍ 3,16,23,28-

tetrahidroxiolean-1 l,13(18)-dieno.
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Sobre la base de los resultados obtenidos, la estructura 13 corresponde al peracetato de 3-

O-a-L-ranuiopÍranosil-(l^-4)-p-D-glucopiranosU-(t->3)-[p-D-glucopiranosil-(l->2)]-p-

D-fucopiranosií 3,23,28- trihidroxiolean-11,13(18)-dieno. El compuesto 14, según nuestros

datos es el peracetato de la Buddlejasaponina I aislada por Yamamoto et al. (199Í) en

forma libre y cuyo derivado acetilado fue identificado como peracetato de 3-O-a-L-

ramnopiranosil-(l->-4)-p-D-glucopiranosil-(l->-3)-[p-D~glucopiranosil-(l->2)]~p-D-

fucopiranosil-saikogenina G; y el compuesto 15 es el peracetato de 3-0-a-L-

ramnopiranosil-(l->4)-p-D-glucopiranosil-(1^3)-[p-D-glucopiranosil-(1^2)]-p-D-

íucopiranosil 3,16,23,28-tetrahidroxiolean-l 1,13(18)-dieno.

- VGTC
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IV.3 -PARTE BIOLÓGICA.

IV.3.1 -ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA DE LOS EXTRACTOS.

Se determinó la actividad antibacteriana de los extractos mediante la técnica de difusión en

agar (Kirby-Bauer), la tabla 19 muestra los resultados obtenidos en los que se observa que

sólo los extractos polares de las dos plantas presentaron actividad antibacteriana, y que este

efecto sólo se presentó sobre las bacterias S. aureus, S. boydñ y V. cholerae.

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

BACTERIA

E. coli

S. typhi

S. boydii

E. agglomerans

V. cholerae
CDC

V. cholerae
INDRE

V. cholerae
C.C.

S. aureus

EXTRACTOS (Halos de inhibición en mm, 1 mg/disco)

B. perfoliata
BuOH

8+0.5

-

10+0.5

10±0.5

10±0.5

14+0.5

AcOEt

—

_

CH2C12

m

Hexano

-

—

B. scordioides
MeOH

9±0.5

-

11+0.5

ll±0.5

11+0.5

16±0.5

AcOEt

*.

• i

—

-

-

Hexano

—

C+

17+0.5

16+0.5

17±0.5

16±0.5

17+0.5

16+0.5

16±0.5

16±0.5

C+=Control positivo (Kanamicina 30 ng)

Posteriormente, se realizó un seguimiento de la actividad durante la fase de separación de

los componentes del extracto metanólico y butanólico; de ambos, se separó el verbascósido

como único principio activo.
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IV.3.2 -ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA DEL VERBASCÓSIDO.

Al iniciar los bioensayos para determinar la actividad antimicrobiana de los extractos se usó

la concentración 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 reducía la

cantidad necesaria de sustancia para observar halos de inhibición. En las últimas fases de

separación se necesitaron 400 ug/disco para detectar actividad antibacteriana contra las

bacterias sensibles. En ía tabla 20 se muestran los resultados la actividad antibacteriana del

verbascósido utilizando la técnica de Kirby-Bauer.

Tabla 20.- Actividad antimicrobiana del verbascósido.

Bacteria

E. coli

S. typhi

S. boydii

E. agglomerans

V. cholerae CDCV12

V. cholerae INDRE

V. cholerae C.C.

S. aureus

Actividad antimicrobiana
(Halos de inhibición en nmi)

Verbascósido 400
fig/disco

_

_

9 ±0.5

-

12 ±0.5

12 + 0.5

12 ±0.5

18 ±0.5

Kanamicina
30 ng

17 ±0.5

16 ±0.5

18 + 0.5

16 + 0.5

20 ± 0.5

21+0.5

20 ±0.5

16 ±0.5

Control negativo

_

-

-

-
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Una vez evaluada cualitativamente la actividad antibacteriana del verbascósido, se procedió

a determinar la concentración mínima inhibitoria (CMI) y la bactericida mínima (CBM).

Los resultados se muestran en la tabla 21.

Tabla 21.- Concentración Mínima Inhibitoria y Bactericida Mínima del Verbascósido

Bacteria

K cholerae CDCV12

V. cholerae INDRE

V. cholerae C.C.

S. aureus

S. boydii

CMI (íig/ml)

400

400

400

400

>800

CBM (fig/ml)

800

800

800

800

-

Los resultados indican que las bacterias sensibles fueron V. cholerae y S. aureus. Cabe

hacer notar que aunque en S. boydii se presentaron halos de inhibición, la concentración

mínima inhibitoria para esta bacteria fue alta, además de que no se presentó efecto

bactericida a dosis de 1600 fig/ml. Por otra parte, la CMI que se obtuvo para S. aureus

concuerda con la reportada por Pardo, et al. (1993) para el verbascósido aislado de

Buddleja globosa.

Se podría afirmar que el verbascósido presenta un espectro de actividad reducido (sólo

algunas especies bacterianas fueron sensibles), y que su potencia es baja (CMI 400 jig/mí)
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con relación a la mayoría de los antibióticos de uso clínico. De acuerdo con estos criterios,

eí verbascósido sería poco prometedor para realizarle más 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 antibióticos que sean específicos, esto es, que sólo inhiban el

crecimiento de las bacterias que están causando una infección y que dejen crecer a las

bacterias comensales que proporcionan beneficios como la transformación de las vitaminas

y otros metabolitos útiles para el ser humano. Por otra parte, la potencia (CMI y CBM) no

es un factor determinante para evaluar la importancia de un antibiótico, la sustancia

antibacteriana es importante si su índice terapéutico (que se la relación entre la dosis tóxica

y la concentración mínima inhibitoria) es grande. No se le han realizado estudios de

toxicología al verbascósido, además, en el presente trabajo no se evaluó su actividad sobre

bacterias autóctonas del hombre, debido a ello, tendría que realizarse más investigación

para determinar sí esta sustancia pudiese tener posibilidades para ser usada como agente

antibacteriano.

IV.3.3 -MODO DE ACCIÓN.

Los resultados de los experimentos de incorporación de precursores marcados se muestran

en las gráficas 1 y 2, en ellas se observa que hay inhibición de la incorporación de leucina

3H. Por otra parte, el acetato, la timidina y la uridina marcados fueron asimilados por las

bacterias tratadas con verbascósido de manera similar al control (no se observó alteración

de la incorporación). De acuerdo con esto, el modo de acción del verbascósido contra S.

aureus y V. cholerae, es mediante la inhibición de la síntesis de proteínas puesto que la

leucina es un metabolito importante para que se lleve a cabo dicha vía metabólica. En el
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caso del efecto del verbascósído sobre S. aureus se observa una inhibición de la

incorporación del 90-100% de leucina 3H durante el intervalo de tiempo en el que se

cuantificó la incorporación de este metabolito marcado, y en el caso de V. ckolerae del 40-

80%.

Gráfica 1

Efecto del verbascósído sobre la incorporación de leucina 3H en & aureus

u

2
Oe
8
5

SCBM
• CMI
D1/2CM
U Control

mam
CBM

1.5 hs 2 hs

Tiempo (hs)

El porcentaje de incorporación se calculó con base en la incorporación de leucina 3H observada en
los cultivos bacterianos sin verbascósido (control, n-5), comparada con la incorporación de leucina
3H observada en los cultivos experimentales tratados con verbascósido (CBM ŜOO fig/ml;
CMI^OO pgftnl; lA CMI«200 ng/ml; n=5 por cada concentración). La dosis de radioactividad a que
fueron expuestos los cultivos fue de 0.1 uCi/ml y la cantidad de precursor incorporado lo
proporcionó el equipo (número 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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Gráfica 2

Efecto del verbascósido sobre la incorporación de leucina 3H en K cholerae
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El porcentaje de incorporación se calculó con base en la incorporación de leucina 3H observada en
los cultivos bacterianos sin verbascosido (control, n~5), comparada con la incorporación de leucina
3H observada en los cultivos experimentales tratados con verbascosido (CBM=--800 ng/ml;
CMMOO jig/ml; Vz CMK200 t̂g/ml; n=5 por cada concentración). La dosis de radioactividad a que
fueron expuestos los cultivos fue de 0.1 ¿iCi/ml y la cantidad de precursor incorporado lo
proporcionó el equipo (número 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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Cabe hacer notar que el modo de acción del verbascósido podría llevarse a cabo alterando

el transporte de la leucina hacia e! citoplasma bacteriano, o mediante un efecto directo

sobre la síntesis de proteínas. Para determinar el sitio de acción del verbascósido se podrían

proponer experimentos de autorradiografía utilizando verbascósido marcado

radiactivamente para detectar el sitio diana. Los resultados de la autorradiografía podrían

indicar si el verbascósido penetra hacia el citoplasma bacteriano; de no ser así, es probable

que su actividad sea a nivel de membrana. Si el verbascósido penetra al citoplasma

entonces podría detectarse el sitio de acción mediante técnicas de centrifugación diferencial

y detección por centelleo líquido, de esta manera se podría dilucidar si el verbascósido

interactua con la fracción ribosomal o con otra fracción citopíásmica.

En cuanto al efecto del verbascósido sobre la población bacteriana de S. aureus y de V.

cholerae (Gráficas 3 y 4), los experimentos de desafío mostraron que el compuesto provoca

un efecto bacteriostático a dosis iguales a la CMI (se mantiene la población con relación al

tiempo de exposición al verbascósido), pero a dosis iguales a la concentración bactericida

mínima (CBM) se observa una curva de supervivencia del tipo de impactos múltiples

(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

número de supervivientes, debido a que en cada organismo viable deben producirse varias

alteraciones en alguna o algunas vías metabólicas (impactos) antes de que se pierda dicha

viabilidad. Para determinar el número de impactos necesarios para que se produzca la

inactivación, la técnica recomendada por la literatura (Davis y Dulbecco, 1996), consiste en

prolongar la zona lineal de la curva de supervivencia hasta su intersección 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
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correspondientes a la CBM muestran estos dos comportamientos: no se aprecia muerte

celular significativa en las primeras horas de desafío incrementándose notablemente la

letalidad a partir de las 6-8 horas (la pendiente es menor). Además, se observa que el efecto

del verbascósído es específico puesto que las curvas de supervivencia que produce, no son

similares a las que se observan en experimentos de desafío usando desinfectantes (como el

formaldehído, los agentes tensioactivos, los ácidos aromáticos, los alcoholes y fenoles).

Estos desinfectantes provocan curvas de supervivencia de tipo multicomponente

generalmente diáuxicas o triáuxicas con tres o más rectas con pendientes diferentes y

alguna de ellas con pendiente igual a cero (Harvey, 1982; Brul, 1999).

La acción bactericida del verbascósido podría generarse como consecuencia de lesiones

irreparables en un número limitado de puntos de acción. Estos puntos de acción podrían ser

todas las copias de un componente proteíníco del sistema de síntesis de proteínas (incluidos

los ribosomas), ya que para regenerar una proteína es necesario el propio sistema de síntesis

y por lo tanto para que se produzca el fenómeno 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 artículo se muestra al

final de este trabajo.
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Gráfica 3. Efecto del verbascósido sobre el número de
supervivientes de S. aureus
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El verbascósido fue adicionado a cada cultivo experimental en el tiempo 0: (CBM), 800 figftnl; (CMI), 400
(ig/ml; (1/2 CMI), 200 *tg/ml; (control, sin veitascósidoX lOOjd DMSO. Cada experimento (0*3) se llevó a
cabo de acuerdo a las condiciones descritas en la Metodología General, el número de supervivientes se
calculó medíante el conteo de unidades formadoras de colonia (UFC).

Gráfica 4. Efecto del verbascósido sobre el número de
supervivientes de V. cholerae*
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El verbascósido fue adicionado a cada cultivo experimental en el tiempo 0: (CBM), 800 (ig/ml; (CMI), 400
ugfa!; (1/2 CMI), 200 fig/rai; (control, sin verbascósido), lOOgl DMSO. Cada experimento (n=*3) se llevó a
cabo de acuerdo a las condiciones descritas en la Metodología General, el numero de supervivientes se
calculó mediante el conteo de unidades fortnadoras 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

patógenas 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 infusión sería provocada por el

verbascósido, aunque también por el a pineno cuya actividad antimicrobiana ya ha sido

estudiada (Harvey, 1982), la presencia de ambos compuestos podría ejercer un efecto

sinérgico que potencie el efecto antibacteriano.

IV.3.4- ACTIVIDAD FOTOPROTECTORA DE R. perfoliata y B. scordioides

rV3.4.1- FOTOPROTECCIÓN DE LOS EXTRACTOS METANÓLICOS DE B.

perfoliata y B. scordioides UTILIZANDO BACTERIAS.

Estos experimentos se realizaron para determinar si los extractos metanólicos de B.

perfolita y B. scordioides, protegían a un sistema biológico de la muerte celular provocada

por la luz ultravioleta. El sistema biológico en este caso estuvo formado por poblaciones de

similar número de individuos de la bacteria Escherichia coll

En primer lugar se evaluó el efecto fotoprotector de los extractos metanólicos de las plantas

estudiadas (2 mg de sólidos por mi en la cubeta, Bissett, et al, 1987) y del control positivo

(escalol, 2 mg/ml en la cubeta) con relación a la muerte celular provocada por irradiación

de luz UV-B sobre una población de bacterias sin protección (control negativo). En la

gráfica 5 se observa que la población de bacterias no protegidas (control negativo) presentó

mortalidad de toda la población con una dosis de 3 minutos de irradiación. En cambio, las

bacterias protegidas con el control positivo (Escalol, gráfica 6), presentaron muerte celular
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de toda la población en el intervalo de 60-120 minutos de irradiación, por otra parte, los

extractos de B. perfoliata y B. scordioides (gráficas 7 y 8) protegieron a las poblaciones

bacterianas hasta el intervalo de 32-64 minutos. Los resultados anteriores indican que el

intervalo de tiempo que se requiere para eliminar a la población 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).

Gráfica 5. Irradiación de luz UV-B (312 nm) sobre E. coflf sin
protección.

Experimento control
(K=1.44, R-square=0.95)

0 2 3
Tiempo (minutos)

Curva de supervivencia de & coli sometida a luz UV sin protección, el número de supervivientes se
calculó mediante el conteo de unidades formadoras de colonia (UFC). Los datos representan la
medía de tres experimentos (n~3).
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Gráfica 6. Irradiación de luz UV-B(312 nm) sobre E. col i protegida con
escalo!.

(K= 0.060, R-square= 0.99)

50 100 150 200

tiempo (minutos)

Curva de supervivencia de E, coli sometida a luz UV protegida con escaiol (2 mg/ml)s el número de
supervivientes se calculó mediante el conteo de unidades formadoras de colonia (UFC). Los datos
representan la media de tres experimentos (n*3).

Gráfica 7 . Irradiación de luz UV-B (312) sobre E coli protegida con
extracto metanóSico de B. perfollata.

(K= 0.068, R-square» 0.99)

0 20 40 60 80

tiempo (minutos)

100 120 140

Curva de supervivencia de E. coli sometida a luz UV protegida con extracto metanóHca de /?.
perfoliata (2 mg/ml), el número de supervivientes se calculó mediante el conteo de unidades
formadoras de colonia (UFC). Los datos representan la media de tres experimentos (n^S).
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Gráfica 8. Irradiación de luz UV-B(312 nm) sobre £ col i protegida
con extracto metanólico de B, scordioidea

(K<= 0.06, R-square = 0.97)

10

0 60 80

tiempo (minutos)

100 120 140

Curva de supervivencia de & coli sometida a luz UV protegida con extracto metanólico de S.
scordioides (2 mg/ml), el número de supervivientes se calculó mediante el conteo de unidades
formadoras de colonia (UFC). Los datos representan la media de tres experimentos (n^) .

En los cuatro casos se obtuvo la constante de mortalidad K (número de organismos muertos

expresado en unidades logarítmicas por minuto), de acuerdo con esto, el control negativo

(bacterias expuestas a la radiación sin protección) presentó una K (L44) mayor a la del

control positivo (Escalol, K~ 0.060)) y a la de los dos extractos (K- 0.06), quedando así

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

REGIÓN DEL UV-B AISLADOS DE B. perfoliata y B. scordioides UTILIZANDO

BACTERIAS.

Se aislaron dos compuestos que absorbían energía en la región de la luz UV-B: la linarina y

el verbascósido, además, se preparó el acetato de linarina.

Primeramente se determinó el espectro de absorción en el UV-B de la linarina, el acetato de

linarina y del verbascósido (tabla 22).

Tabla 22.- Coeficientes de extinción de los cromóforos aislados de las Buddlejas.

Compuesto

Linarina

Acetato de linarina

Verbascósido

A-máx

334

320

291 y 332

Coeficiente de Extinción

18832

32335

26130y35113

De acuerdo con estos datos, las tres sustancias tiene valores de coeficientes de extinción

similares a los de las sustancias fotoprotectoras comerciales (Shaath, 1997). El acetato de

linarina y la linarina absorben sobre el límite de la región del UV-B, el verbascósido tiene 2

máximos de absorción, y el área bajo la curva de su espectro ultravioleta cubre toda la

región de UV-B.

En las gráficas 9 y 10 se muestra el efecto fotoprotector del verbascósido y del acetato de

ünarina, en ellas se observa que estos compuestos le confieren protección a las bacterias

durante 32 minutos de exposición puesto que se mantienen las poblaciones bacterianas en

número similar a la del inoculo inicial, a partir de este tiempo el número de células viables
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decrece hasta alcanzar la muerte ambas poblaciones bacterianas a los 256 minutos. Cuando

se usó verbascósido 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

relación a las constantes de mortalidad obtenidas para el control negativo (gráfica 5), el

escalol (gráfica 6) y los extractos metanólicos (gráficas 7 y 8); por lo tanto se considera que

el efecto fotoprotector del verbascósido y del acetato de linarina fue significativamente

mayor. Por otra parte, las bacterias protegidas con linarina (gráfica 11) sobreviven en un

número similar al inoculo durante 10 minutos de irradiación, a partir de este tiempo existe

una reducción drástica del número de sobrevivientes hasta los 20 minutos estabilizándose

durante los siguientes 20 minutos (40 minutos de irradiación). A partir de este tiempo y

hasta los 80 minutos hay muerte celular de toda la población. La constante de mortalidad K

en este caso fue de 0.051. En estas pruebas de desafío se observó que la linarina presenta un

efecto fotoprotector menor que el obtenido con su acetato y con el verbascósido, este hecho

probablemente se deba a que la linarina tiene un coeficiente de extinción menor que

aquellos y un máximo de absorción en 334 nm (fuera de la zona de UV-B) y la lámpara que

se utilizó para realizar estos experimentos irradia principalmente luz UV con una k máx. de

312 nm.
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Gráfica 9. Irradiación de luz UV-B (312 nm) sobre E. coi/ protegida
con verbas cosido

(K* 0.025, R-square=0.99)

50 100 150 200

tiempo (minutos)

250 300

Curva de supervivencia de E, eoli sometida a luz UV protegida con verbascósido (2 mg/ml), el
número de supervivientes se calculó mediante el conteo de unidades formadoras de colonia (UFC).
Los datos representan la media de tres experimentos (n=3).

10

Gráfica 10. Irradiación de luz UV-B (312 nm) sobre B. col i
protegida con acetato de linarina.

(K= 0.019, R-square= 0.99)

100 150 200

tiempo (minutos)

250 300

Curva de supervivencia de E, coti sometida a luz UV protegida con acetato de linarina (2 mg/ml), el
número de supervivientes se calculó mediante el conteo de unidades formadoras de colonia (UFC).
Los datos representan la media de tres experimentos (n-3).
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Gráfica 11. Irradiación de luz UV-B(312 nm) sobre E. coii
protegida con linarina.

{K= 0.051, R-square= 0.96)

20 40 60

tiempo (minutos)

100

Curva de supervivencia de E. coli sometida a luz UV protegida con linarina (2 mg/ml), ei número
de supervivientes se calculó mediante ei conteo de unidades formadoras de colonia (UFC). Los
datos representan la media de tres experimentos (n=3).

IV.3.4.3- DETERMINACIÓN DEL FACTOR DE PROTECCIÓN SOLAR (FPS) EN
CUYOS.

Primeramente, se determinó la dosis de irradiación para producir el mínimo eritema

perceptible (también conocido como dosis eritematogénica mínima, DEM), y así iniciar los

experimentos de desafío. De acuerdo con estas evaluaciones, los cuyos (n-5) presentan

eritema mínimo perceptible (DEM) a los 20 minutos de exposición a la radiación.

Se realizaron los experimentos de acuerdo al modelo propuesto por Bissett (1991) y según

los resultados que se muestran en la tabla 23, se observa que el verbascósido confiere un

FPS de 24, la linarina de 9 y el acetato de linarina de 5. De acuerdo con estos resultados, el

verbascósido proporciona buena fotoprotección puesto que presenta un factor de protección

solar superior a 15 (Paihak, 1992). Cabe hacer notar que aunque la linarina y su acetato

presentan buenos coeficientes de extinción, su factor de protección solar (FPS) fue
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relativamente bajo, esto podría deberse a la sustantividad de estos compuestos. Los

extractos metanólicos de ambas plantas tuvieron lo valores de FPS menores, probablemente

debido a la baja concentración las sustancias fotoprotectoras.

Tabla 23.- Determinación del FPS en Cuyos.

Sustancia
(2 mg/cm2)

Extracto Metanólico
de B. scordioides

Extracto Metanólico
de B. perfoliata

Verbascósido

Linarina

Acetato de linarina

Escalol

FPS

3

3

24

9

5

5

Tiempo de Exposición
sin Eritema (min)

40

40

440

160

8

80

Se realizó la prueba no paramétrica de Friedman para determinar si existían diferencias

significativas entre los tratamientos (los extractos, los compuestos fotoprotectores aislados

de las Buddlejas, y el control positivo). Efectivamente, existieron diferencias significativas

entre los tratamientos, o sea, cada sustancia protege de manera diferente con relación al

tiempo de exposición. La prueba de Wilcoxon se utilizó para evaluar si existían diferencias

significativas entre el control (la ventana sin protección, # 1) y cada uno de las sustancias

dentro de cada tratamiento. De acuerdo a los resultados del análisis estadístico, el

verbascósido protege de la aparición de eritema hasta un tiempo correspondiente a los 22

DME, la linarina confiere protección 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

I
Prueba de Wilcoxon

DEM P DME

1-2 0.046*

1-3 0.083

1-4 0.083

1-5 0.157

1-7 0.157

1-2

1-3

1-8

1-16

1-20

de las pruebas de

II

P

0.046*

0.083

0.083

0.157

0.157

IH

DME

1-2

1-4

1-8

1-16

1-22

1-24

1-32
•Diferencia significativa (p< 0.05)

Prueba de Friedman:

I

XMO.78
p<0.05

II

X
2=10.78
p<0.05

Wilcoxon y Friedman.

P

0.025*

0.025*

0.025*

0.025*

0.025*

0.083

0.083

III

p<0.005

IV

DME

1-2

1-4

1-8

1-9

1-18

1-26

1-32

IV

P

0.025*

0.046*

0.025*

0.157

0.157

0.317

0.059

X2=28.27
p<0.005

V

DME P

1-2 0.025*

1-4 0.025*

1-8 0.317

1-16 0.500

1-20 0.500

V

X2=28.27
p<0.005

VI

DME

1-2

1-4

i-5

1-8

VI

X2=28.27
p<0.005

P

0.025*

0.025*

0.083

0.083

I: Extracto metanólico de B. perfoliata
II: Extracto metanólico de B. scordioides
III: Verbascósido
IV: Linarina
V: Acetato de Linarina
VI: Escalol

1= control (ventanas sin protección), equivalente a 1 DEM.
2 en adelante hasta 32= ventanas experimentales (con protec-
ción) equivalente a 2,3,4 32 DEM.

IVA- ESTUDIO HISTOPATOLÓGÍCO,

Se irradió 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 comparó con un control negativo (sin protección). Se utilizó la técnica

histológica estándar para evaluar el daño producido por la radiación UV-B en la piel con y

sin protección. Los resultados son los siguientes (Tablas 25-31):
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Tabla 25.- Evaluación Histopatoíógica de Piel Irradiada con Luz UV-B Sin Protección.

TiPO

Lesión

Grado *

Extensión

Curso

Ortoqueratinización
QUERATÍNIZACIÓN

Paraqueratinización

Macrófagos
** Infiltrados
Mononucleares

Linfociíos

Neutrófiios
** Infiltrados
Polimorfonucleares

Células eosinofílicas

Congestión
*Vasos sanguíneos

Hemorragia

Normal
Proliferación
Epitelial

Anormal

Necrosis

'Otras Úlceras

Ámpulas

! DEM
Sin prot

Dermatitis

« + +

Multifocal

Aguda

+

-

+•

-

-

+++

+

-

-

+

-

+

+++

*Edema: (+) muy leve; (++) leve; (+++) moderado; (++++) severo.
** Cantidad de células: (+) escasas; (++) representativas; (+++) gran cantidad.
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Tabla 26.- Evaluación Histopatológica de Piel Irradiada con Luz UV-B y Protegida con

Escalol.

TIPO

Lesión

Grado *

Extensión

Curso

Ortoqueraíinización

QUERATINÍZACIÓN

Paraqueratinización

Macrófagos
** infiltrados
Mononucleares

Linfocitos

Neutrófilos
** Infiltrados
Polimorfonucleares

Células eosinofílicas

Congestión
*Vasos sanguíneos

Hemorragia

Normal
Proliferación
Epitelial

Anormal

Necrosis

'Otras Úlceras

Amputas

ÍDEM
Sin prot

Dermatitis

+++

Multifocal

Aguda

+

-

+

-

-

+

-

-

-

+

-

-

-

ÍDEM
Con prot.

Dermatitis

-

Difusa

Aguda

+

-

+

-

-

-

-

-

+

-

-

-

-

2 DEM
Sin prot

Dermatitis

-H-+

Difiisa

Aguda

-

+

-

-

-

+

•f

-

+

-

-

-

2 DEM
Con prot

Dermatitis

+

Difusa

Aguda

+

-

•H-

-

-

+

-

-

-

+

-

-

-

4 DEM
Sin prot.

Dermatitis

+++

Focal

Aguda

+

-

++

-

-

-H-+

-

-

-

+

+

-

4 DEM
Con prot.

Dermatitis

++

Difusa

Aguda

+

-

++

-

-

-

+

-

-

+

-

-

-

*Edema: (+) muy leve; (++) leve; (+++) moderado; (++++) severo.
** Cantidad de células: (+) escasas; (++) representativas; (+++) gran cantidad.
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Tabla 27.- Evaluación Histopatológica de Piel Irradiada con Luz UV-B y Protegida con
Extracto Metanólico de B. scordioides

TIPO

Lesión

Grado *

Extensión

Curso

Ortoqueratinízación
QUERATINÍZACIÓN

Paraqueratinización

Macrófagos
** Infiltrados

Mononucleares
Linfocitos

Neutrófílos

** Infiltrados
Polimorfonucleares
Células eosinofílicas

Congestión
•Vasos sanguíneos

Hemorragia

Normal

Proliferación
Epitelial
Anormal

Necrosis

"Otras Úlceras

Ámpulas

ÍDEM
Sin prot.

Dermatitis

++

Difuso

Aguda

+

-

+

-

-

-

+

-

-

+

-

1 DEM
Con prot.

Dermatitis

• f

Difuso

Aguda

+

-

-

-

-

-

-

+

-

-

-

-

2 DEM
Sin prot.

Dermatitis

+++

Difuso

Aguda

+

-

+

-

-

-f-

+

-

+

+

+

-

2 DEM
Con prot

Dermatitis

++

Difuso

Aguda

+

-

+

-

-

-

-

-

+

-

-

-

-

*Edema: (+) muy leve; (++) leve; {+++) moderado; (•*•+++) severo.
** Cantidad de células: (+) escasas; (++) representativas; (+++) gran cantidad.
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Tabla 28.- Evaluación Histopatológíca de Piel Irradiada con Luz UV-B y Protegida con

Extracto Metanólico de B. perfoliata.

TIPO

Lesión

Grado *

Extensión

Curso

Ortoqueratinización
QÜERATINIZACIÓN

Paraqueratinización

Macrófagos
** infiltrados
Mononucleares

Linfocitos

Neutrófilos
** Infiltrados
Polimorfbnucleares

Células eosinofílicas

Congestión
•Vasos sanguíneos

Hemorragia

Normal
Proliferación
Epitelial

Anormal

Necrosis

"Otras Úlceras

Ámpulas

ÍDEM
Sin prot.

Dermatitis

+-H-

Difiíso

Aguda

+

-

-

-

-

-

-

- •

+

-

-

ÍDEM
Con prot

Dermatitis

+

Difuso

Aguda

+

-

-í-

-

-

-

-

-

-

-

4-

-

2 DEM
Sin prot.

Dermatitis

+++

Difuso

Aguda

+

+

-

-

++

+

+

-

-

-

2 DEM
Con prot.

Dermatitis

+

Difuso

Aguda

+

-

-

-

-

-

-

+

-

-

-

-

•Edema: (+) muy leve; (++) leve; (+++) moderado; (++++) severo.
** Cantidad de células: (+) escasas; (++) representativas; (+++) gran cantidad.
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Tabla 29.- Evaluación Histopatológica de Piel Irradiada con Luz UV-B y Protegida con
Acetato de Linarina.

TIPO

Lesión

Grado •

Extensión

Curso

Ortoqueratinización
QUERATINIZACÍÓN

Paraqueratinízación

Macrófagos
** Infiltrados
Mononucleares

Linfocitos

Neutrófilos

** Infiltrados
Polimorfonucleares

Células eosinofílicas

Congestión

•Vasos sanguíneos
Hemorragia

Normal

Proliferación
Epitelial

Anormal

Necrosis

Úlceras
'Otras

Ámpulas

1 DEM
Sin prot.

Dermatitis

+++

Difuso

Aguda

+

-

-

-

-

-

+

-

-

-

ÍDEM
Con prot.

Dermatitis

+

Dífiiso

Aguda

+

-

-

-

+

-

-

+

-

-

-

2 DEM
Sin prot

Dermatitis

•H-

Difiiso

Aguda

+

-

-

-

-

•H-

-

+

-

-

-

-

2 DEM
Con prot

Dermatitis

-f-

Difiiso

Aguda

+

-

-

-

+

-

-

+

-

-

-

-

4 DEM
Sin prot.

Dermatitis

Difuso

Aguda

+

-

-

-

-

-H-

-

-

+

-

+

4 DEM
Con prot

Dermatitis

++

Difuso

Aguda

+

-

++

-

-

-

-

-

-

-

-

-

*Edema: (+) muy ieve; (++) leve; (+++) moderado; (++++) severo.
** Cantidad de células: (+) escasas; (++) representativas; (+++) gran cantidad.
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Tabla 3O.»Evaluación Histopatológica de Piel Irradiada con Luz UV-B y Protegida con

Linarina.

TIPO

Lesión

Grado *

Extensión

Curso

Ortoqueratínización
QUERATÍNIZACIÓN

Paraqueratinización

Macrófagos
•* Infiltrados
Monomicleares

Línfocitos

Neutrófilos
** Infiltrados
Polimorfonucieares

Células eosinofílicas

Congestión
•Vasos sanguíneos

Hemorragia

Normal

Proliferación
Epitelial

Anormal

Necrosis

Úlceras
"Otras

Ámpulas

ÍDEM
Sin prot.

Dermatitis

++

Difusa

Aguda

+

-

++

-

-

+

-

-

+

-

ÍDEM
Con prot.

Dermatitis

+

Difusa

Aguda

4-

-

-

-

-

-

-

4-

-

2 DEM
Sin prot.

Dermatitis

4-44-

Difusa

Aguda

4-

-

+

-

-

4-4-4-

-

-

4-

-

2 DEM
Con prot.

Dermatitis

4-

Difusa

Aguda

4-

-

-

-

-

-

-

4-

-

4 DEM
Sin prot.

Dermatitis

•H-+

Focal

Aguda

+

-

4-4-

++

-

+-H-

4-+

4-4-

4-

4-

4 DEM
Con prot

Dermatitis

+

Difusa

Aguda

+

-

4-

4-

-

-

+

-

4-

4-

8 DEM
Sin prot.

Dermatitis

Focal

Aguda

4-

-

-

-

4~H-

4++

4-4-

4-

++

8 DEM
Con prot.

Dermatitis

++

Difusa

Aguda

4-

-

4-

-

-

-

-

-

4-

4-

'Edema: (4-) muy leve; (4-4-) leve; (-H-4-) moderado; (4~H~f) severo.
** Cantidad de células: (4-) escasas; (4-+) representativas; (4-4-4-) gran cantidad.
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Tabla 31.-Evaluación Hístopatológica de Piel Irradiada con Luz UV-B y Protegida con

Verbascósido.

TIPO

Lesión

Grado *

Extensión

Curso

Ortoqueratinización

Queratinización

Paraqueratinización

Macrófagos
** Infiltrados
Mononucieares

Linfocitos

Neutrófilos
** Infiltrados
Poiimotfonucleares

Células eosinofllicas

Congestión
•Vasos sanguíneos

Hemorragia

Normal
Proliferación
Epitelia!

Anormal

Necrosis

'Otras Úlceras

Ámpulas

ÍDEM
Sin prot.

Dermatitis

+++

Focal

Aguda

+

-

+

-

-

• H -

-

-

-

+

-

-

ÍDEM
Con prot

Dermatitis

+

Difuso

Aguda

+

-

+

-

+

+

-

-

+

-

-

-

-

6 DEM
Sin prot

Dermatitis

-H-+

Difuso

Aguda

+

-

+

-

-

-

-

-

-

+

-

-

-

6 DEM
Con prot.

Dermatitis

++

Dífiiso

Aguda

+

-

+

-

+

-

-

-

-

-

-

+

-

UDEM
Sin prot.

Dermatitis

+-H-+

Multifocal

Aguda

+

•f-H-

-

-

+-H-

-

-

-

-4-

-

-

-í-

II DEM
Con prot.

Dermatitis

Difuso

Aguda

-

+

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

22 DEM
Sin prot

Dermatitis

Muítifocal

Aguda

+

-

++++

-

-

-H-+

+++

++-

+

-

-

+++

22 DEM
Con prot.

Dermatitis

+

Difuso

Aguda

-

+

-

-

•f

-

-

+

-

-

-

-

*Edema: (+) muy leve; (++) leve; (+++) moderado; (++++) severo.
** Cantidad de células: (+) escasas; (-H-) representativas; (+++) gran cantidad.
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De acuerdo con el análisis histopatológico, todos los tejidos presentaron algún grado de

dermatitis, probablemente esto se debió al manejo de los animales durante el experimento,

sin embargo, los tejidos no protegidos presentaron comportamiento inflamatorio diferente,

en ellos se observó un edema mayor representado por la extensión que en la mayoría 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 e intra celular, con vacuolización, en algunos

cortes se observa separación del estrato córneo debido a la presencia de líquido (ámpulas),

y también úlceras. En la dermis el daño debido a la irradiación con luz UV-B se manifiesta

por una mayor presencia de células eosinofílicas (que pueden ser eosinófilos y/o células

cebadas) y macrófagos. Cabe hacer notar que también algunos de los tejidos no protegidos

mostraron congestión de vasos sanguíneos y extravasación de eritrocitos.

Los tejidos de los animales protegidos presentaron diferencias con relación a los de los

animales no protegidos, sobresalen los tejidos protegidos con verbascósido, puesto que

aunque estos animales recibieron dosis de radiación altas no se observa la presencia de

edema epitelial, ni una presencia importante de células que indican inflamación como son

los macrófagos y las células eosinofílicas.

En todos los casos no se observaron cambios importantes en la queratinización, los tejidos

presentaron orto-queratinización que es la normal, esto es no se observó la presencia de

células con núcleo en el estrato córneo.

La evidencia foto-microscópica más representativa de los resultados del estudio

histopatológico se muestra en las figuras 14,15,16,17,18,19 y 20.
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Figura 14.- Piel de cuyo sin protección y expuesta a 1 DEM. Se observa la
epidermis (Ep) con edema (E), edema mtracelular o variolización (Ei),
separación del stratum corneum (SC) y la dermis (D). Tinción H y E» 400X.

Figura 15.- Piel de cuyo protegida con extracto metanólico de B. scordioides y
expuesta a 2 OEM. No se observa daño histológico importante. Clave: epidermis
(Ep)s pelo (P)s stratum corneum (SC), dermis y glándula sebácea (GS). Tinción H
yE,40GX.
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Figura 16.- Piel de cuyo protegida con extracto metanólico de B. perfoliata y
expuesta a 2 DEM. No se observa daño histológico importante. Clave: epidermis
(Ep), stratum corneum (SC), folículo piloso (FP) y dermis (D). Tinción H y E9

400X.

Figura 17.- Piel de cuyo protegida con Escalol y expuesta a 4 DEM, No se
observan daños histológicos importantes. Clave: epidermis (Ep)s dermis (D)s

stratum corneum (SC), y músculo aductor del pelo (MA). Tinción H y E> 400X.
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Figura 18.- Piel de cuyo prote^da con Acetato de linarina y expuesta a 4 DEM.
No se observa daño histológico. Clave: Epidermis (Ep), Dermis (D), stratum
corneum (SC), y glándula sebácea (GS). Tinción H y E, 4G0X.

• . *

Figura 19.- Piel de cuyo protegida con Linarina y expuesta a 8 DEM. No se
observa daño histológico en la epidermis (Ep), se observa separación del stratum
corneum (SC) por efecto mecánico, la dermis (D) se distingue normal, además, se
observa un folículo piloso (FP). Tinción H y E» 400X.

127



Figura 20.- Piel de cuyo protegida con verbascósido expuesta a 22 DEM, no se
observa daño histológico importante en la epidermis (EP), ni en el stratum
corneum (SC)S en la dermis (D) se distinguen algunas células eosinofílicas.
Tinción H y E,400X.

De acuerdo con los resultados obtenidos en los experimentos de evaluación de la

fotoprotección, el uso popular de B. scordioides como filtro solar queda justificado. Los

extractos polares de esta planta presentan verbascósido y linarina que proporcionaron foto

protección comparable con la de las sustancias fotoprotectoras comerciales, además,

también estos extractos contienen saponinas que junto con la linarina podrían coadyuvar a

reducir los síntomas de la quemadura solar puesto que ambas sustancias tienen propiedades

antiinflamatorías (Martínez-Vázquez, 1997; Benito et al, 1998). El FPS de 3 como el que

se obtuvo para el extracto metanólico de B. scordioides se considera moderado; cabe hacer

notar que los preparados herbales que utiliza la gente pudieran ser similares en composición

(la gente prepara cocimientos acuosos ó macerados hidroalcoholicos) 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 ó ÍV según Pathak, 2000), por lo tanto, para este tipo de piel, la

fotoprotección que proporciona los cocimientos acuosos y/o los macerados

hidroalcoholicos de JS. scordioides podrían ser suficientes para prevenir la quemadura solar.
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CAPITULO V

CONCLUSIONES DE LA INVESTIGACIÓN

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 verbascósido.

De B. scordioides, se aislaron manitol, o-metilcatalpoí y syringina. Esta última 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 investigó presenta saponinas derivadas del oleanano, los compuestos

de este tipo que se aislaron fueron: la Buddlejasaponina I; el 3-O-a-L-ramnopiranosÍÍ-(l->4)-p-

D-glucopiranosil-(l~>3)-[p-D-glucopiranosil-(l~>2)]-p-D-rucopiranosiI 3,23,28-

trihidroxiolean-n,13(18)-dieno; y el 3-O-a-L-ramnopiranosil-(l~>4)-p-D-gíucopiranosiI-

(l-^3)-[P-D-glucopiranosil-(l~>2)]-p-D-fijcopiranosil 3,16,23,28-tetrahidroxiolean-l 1,13(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, además, se obtuvieron las aglíconas

mediante hidrólisis.

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

aureus y V. cholerae.
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El compuesto activo antibacteriano fiie el verbascósido, cuyo efecto letal contra las

bacterias es mediante la inhibición de la incorporación de la leucina y con esto su modo de

acción es la alteración de la síntesis proteínica.

Los extractos metanólicos de ambas plantas presentaron una moderada fotoprotección

cuando se evaluó esta actividad en los modelos empleados.

Los compuestos aislados de ambas plantas y que presentaron efecto fotoprotector en la

región del UV-B fueron el verbascósido y ía linarina, además, se preparó en el laboratorio

el acetato de linarina cuya actividad fotoprotectora también fue evaluada.

El verbascósido presentó el mayor efecto fotoprotector de las sustancias evaluadas,

protegiendo de más dosis de irradiación a las bacterias y obteniendo un FPS de 24 en el

modelo usando cuyos.

Los resultados del estudio histopatológico confirmaron los resultados obtenidos en los

estudios de determinación del FPS, esto es, no se evidenció daño histológico importante en

los tejidos protegidos con las sustancias fotoprotectoras aisladas, en cambio los tejidos no

protegidos presentaron daño principalmente en la epidermis.

De acuerdo con los resultados, B. perfoliata y B. scordioides poseen actividad

antibacteriana debido a al presencia de verbascósido; además, B. perfoliata presenta en su

aceite esencial casi exclusivamente a 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 ó hidroalcoholícos de B.scordioides como agentes

fotoprotectores para prevenir la quemadura solar, los resultados obtenidos confirman este

hecho, puesto que aunque en los resultados se observó una moderada fotoprotección del

extracto metanólico de B. scordioides (FPS= 3), la presencia de verbascósido junto con la

de la linarina y de las saponinas en los extractos polares proporcionaría además de

propiedades fotoprotectoras, también antiinflamatorias.
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APÉNDICE I

MÉTODO DE DIFUSIÓN EN AGAR O DE KIRBY - BAUER
(Barry y Thornsberry, 1987, Vanden Berghe y Vlietinck, 1991).

Este método se utilizó para valorar cualitativamente la actividad antibacteriana de los
compuestos puros y de las fracciones producto de las separaciones cromatográfícas así
como de los extractos, la metodología fue la siguiente:

MEDIO. Se ha seleccionado como medio de cultivo estándar el agar Müeller-Hinton
(Bioxon 110-1), ya que promueve el desarrollo de la mayoría de los aislamientos
bacterianos clínicamente significativos. Es importante que el medio alcance en la placa un
espesor uniforme de 4 mm. Si es más fino, los antibióticos tienden a difundir más en
dirección lateral, aumentando el tamaño de las zonas de inhibición; un agar de más de 4
mm de espesor produce una mayor difusión del antibiótico hacia abajo, con tendencia a
estrechar artificialmente las zonas de inhibición.

INOCULO. Con un hisopo estéril de poliéster se tocan las superficies convexas de 4 o 5
colonias de apariencia semejante al de los microorganismos a ensayar (Escherichia coli,
Salmonella typhi, Shigella boydii, etc. Se sumerge el hisopo en 3 mi de caldo tripteína soya
(Bioxon III), se enjuaga bien el líquido 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 estándar N° 0.5 de MacFarland. Esto equivale
a una concentración de aproximadamente 1.5 x 108 bacterias/mi. El estándar 0.5 de
McFarland se prepara añadiendo 0.5 mi de sulfato de bario a 99.5 mi de H2SO4 0.36 N
(Hendrickson, 1987). La comparación de la turbidez entre el estándar y el caldo con el
organismo en estudio se puede efectuar observándolos contra una cartulina blanca con
líneas negras horizontales, o en su defecto en un espectrofotómetro (Spectronic 21 Müton
Roy) a 660 nm.

Si la suspensión de organismos es menos turbia que el estándar, se añade solución salina
hasta igualarla. Una vez logrado esto, se sumerge un segundo hisopo de poliéster, estéril y
seco en la suspensión bacteriana, y antes de retirarlo se elimina el exceso de líquido
haciendo rotar el hisopo contra la pared interna del tubo. Con este hisopo se inocula la
superficie de una placa de agar de Müeller-Hinton. Previamente, de deja que la placa
alcance temperatura ambiente, es aconsejable mantener la tapa entreabierta para permitir la
evaporación de cualquier exceso de humedad de la superficie del agar. Finalmente, se
siembra mediante estría en por lo menos tres direcciones, dando vueltas a la placa en
ángulos de aproximadamente 60° luego de cada estría.

Una vez seco el inoculo, la placa de Müeller-Hinton está lista para la aplicación de las
muestras a las que se les evaluará su actividad antibacteriana.

APLICACIÓN DE SUSTANCIAS. Para este caso, se utilizaron sensidiscos de 5 mm de
diámetro 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 llevar 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 inhibición 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 concentración
de cada extracto a evaluar,

PREPARACIÓN DE MUESTRAS. En cuanto a la evaluación de las fracciones, los
sensidiscos se impregnaron con soluciones valoradas de las muestras hasta llegar a la
concentración 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 agregó metanol, cloroformo o
dimetilsulfóxido y que se dejaron evaporar durante 12 horas (al igual que los
experimentales).

CONTROL POSITIVO. Se evaluó la sensibilidad de las cepas experimentales a sensidiscos
con antibiótico para bacterias Gram-negativas (Bigaux) encontrándose que kanamicina
presentaba halos de inhibición dentro de los límites de susceptibilidad reportados (Barry y
Thornsberry, 1987), debido a esto, se utilizaron discos de kanamicina de 30 fig (Bigaux E-
03).

INCUBACIÓN. Una vez preparadas las placas para la prueba de susceptibilidad, se les
colocó en una incubadora (aparatos de laboratorio E-51 con termostato) a 35°C, sin mayor
tensión de CO2. Es preciso evitar presión de CO2 debido a que se puede formar ácido
carbónico en la superficie humedecida del agar, provocando un descenso del pH. El
desarrollo de algunos microorganismos es inhibido a pH ácido, lo cual tiende a estrechar
falsamente la zona de inhibición. Asimismo, la actividad de diversos antibióticos puede
aumentar o disminuir con la caída del pH, produciéndose diferencias en las velocidades de
difusión y alteraciones de las zonas de inhibición. Se incuban siempre placas con discos sin
sustancias a evaluar como control (control negativo).

INTERPRETACIÓN DE RESULTADOS. Las zonas de inhibición se midieron con una
regía de calibración en milímetros. En todos los casos, esta prueba se hizo por triplicado y
se reportaron los valores promedio.
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APÉNDICE II

DETERMINACIÓN DE LA CONCENTRACIÓN MÍNIMA INHIBITORIA (CMI) Y
DE LA CONCENTRACIÓN BACTERICIDA MÍNIMA (CBM).

MÉTODO DE MACRODILÜCIÓN EN CALDO (Jones et al., 1987)

a). PREPARACIÓN DE REACTIVOS Y DILUCIONES.

La solución con el agente antimicrobiano de trabajo se prepara diluyendo la droga en el
caldo Müeller-Hinton a la mayor concentración final deseada. La prueba se realiza en tubos
de ensayo de 13 por 100 mm con tapa de rosca o con tapones de algodón. Para un pequeño
número de pruebas se preparan diluciones al doble directamente en los tubos, de la
siguiente forma: Se colocan 2 mi de la solución patrón de la droga en el primer tubo de la
serie de diluciones. En cada uno de los tubos restantes se añade 1 mi de caldo Müeller-
Hinton. Con una pipeta estéril se transfiere 1 mi 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 continúa hasta el penúltimo
tubo, al que se le quita 1 mi que se descarta. Et último tubo no recibe agente antimicrobiano
y sirve de control de crecimiento.

b). INOCULACIÓN E INCUBACIÓN DE LOS TUBOS

Se prepara un inoculo que contenga de 106 a 107 UFC/ml (unidades formadoras de colonia
por mililitro) ajustando la turbidez del cultivo (de aproximadamente 12 horas de
crecimiento) a un estándar de turbidez (en este caso se utilizó el estándar 0.5 de McFarland
correspondiente a sulfato de bario al 10% en agua) posteriormente se diluye 1:200. Se
añade a cada tubo 1 mi del inoculo 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 sólo bacterias aeróbicas no se usó atmósfera de CO2.

c). INTERPRETACIÓN DE RESULTADOS

La menor concentración de antimicrobiano que produce inhibición completa del desarrollo
visible representa la Concentración Mínima Inhibitoria (CMI). Una turbidez muy ligera o
un pequeño botón de desarrollo o turbidez definida se considera que la droga ha sido
incapaz de inhibir por completo el desarrollo a esa concentración.

d). DETERMINACIÓN DE LA CONCENTRACIÓN BACTERICIDA Mínima (Finegoid
y Jo Barón, 1989).

Para determinar la capacidad de un antimicrobiano para matar a una población de
microorganismos se empleó el mismo sistema de la prueba de determinación de la CMI. Se
toma como número inicial de microorganismos el inoculo inicial para dicha prueba,
mediante el sembrado de una serie de diluciones 1:100 sucesivas en placas de agar Müeller-
Hinton. El número inicial de UFC se obtiene de contar las colonias presentes 24 horas
después de la inoculación de las placas tomando en cuenta el factor de dilución.

143



En cuanto se ha determinado la CMI, se toman IOOUJ de cada tubo (que representa una
concentración de antimicrobiano) y se inoculan a placas de agar Müeller-Hinton. El número
de colonias que se desarrolla en estos cultivos luego de incubar 24 horas se compara con el
número de UFC/ml del inoculo inicial. La CBM es la mínima concentración que permite
sobrevivir a menos de 0.1% del inoculo inicial y se denomina Concentración Bactericida
Mínima (CBM).
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APÉNDICE III

CURVA DE SUPERVIVENCIA (Curva letal).

Las curvas de supervivencia se determinaron mediante el conteo de microorganismos

viables a diferentes tiempos de desafío contra varias concentraciones de antimicrobiano

(Kubo, 1993).

El desarrollo fue el siguiente:

1.- Se obtiene una población de bacterias de aproximadamente 108"9 UFC/ml después de 16-

24 horas de incubación.

2.- Se preparan tubos que contienen el agente antimicrobiano a concentraciones iguales a la

CBM, la CMI, 0.5 CMI. 0.25 CMI y el control sin antimicrobiano.

3.- Se inoculan las bacterias en los tubos que contienen el antimicrobiano de tal forma que

cada tubo contenga entre 10 " UFC/ml.

4.- Se toman muestras de 0.1 mi 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

número de microorganismos viables UFC mediante la técnica de diluciones.

5.- Los resultados del desafío se reportan graneando el logaritmo del número de

sobrevivientes contra el tiempo de desafío.
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APÉNDICE IV

TÉCNICA HISTOLÓGICA ESTÁNDAR

La secuencia de pasos para llevar acabo la técnica histológica (Elenitsas, et al., 1997) es la
siguiente:

1.- La muestra se coloca en formaldehído al 10%/solución salina fisiológica 0.9%,

2.- Se retira el formaldehído-salino.

3.- Se agrega agua corriente durante 30 minutos.

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

5.- El tejido se trata subsecuentemente con alcohol al 80% y al 90%, durante 30 minutos.

6.- El tejido se somete a 2 baños de alcohol absoluto durante 30 minutos.

7.- Se retira el alcohol, y la muestra se trata con cloroformo-aceite de cedro 1:12-3 horas.

8.- El tejido se deja incluido en aceite de cedro 2 días.

9.» La muestra se baña en parafina 2 veces (cada baño 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 mícrótomo a un espesor de 6-8 fxm.

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

El Ruyter se prepara mezclando dos soluciones (A y B). La solución A está hecha de partes

iguales de acetona y benzoato de metilo y la solución B consta de agua destilada-albúmina

glicerinada 8:2.

La tinción con Hematoxilina y Eosina se lleva a cabo tratando ai tejido de acuerdo a la

siguiente secuencia:

l.-Xiíoll, 5 minutos.

2.- Xilol II, 5 minutos.
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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.- Aícohol 70%, 3 minutos.

8.- Agua, 10 minutos.

9.- Hematoxilina, 7 minutos.

10.- Agua, segundos.

11.- Alcohol acidulado, segundos.

12.- Agua, segundos.

13.- Agua amoniacal, segundos.

14.- Agua, segundos.

15.- Eosina, 5 minutos.

16.- Aícohol al 96%, tres minutos.

17.- Alcohol absoluto, tres minutos.

18.- Xilol I y Xilol II, cinco minutos cada uno.

19.- Se monta la muestra empleando resina histológica.
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APÉNDICE V

ANÁLISIS DE LAS CURVAS DE SUPERVIVENCIA DE LAS BACTERIAS

EXPUESTAS AL VERBASCÓSIDO.

Los datos obtenidos a partir de los experimentos de desafío, se sometieron al estadístico de

Gomperts para obtener la constante de mortalidad (K) y el coeficiente de determinación

(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 ^g/ml (CBM) de verbascósído.

Tiempo
(horas)

0

4

8

12

16

24

28

32

Tiempo
(horas)

0

6

12

18

24

30

36

S. aureus
Logaritmo del

número de
sobrevivientes

7.8

6.9

7.0

0

0

0

0

0

V. cholerae
Logaritmo del

número de
sobrevivientes

(n-3)
7.2

5.2

0

0

0

0

0

148



Para determinar el comportamiento multiimpacto de las curvas que representaban efecto

bactericida (CBM), se utilizó la parte lineal de la curva y se extrapoló hasta el eje de las

ordenadas. En las siguientes gráficas se muestran los resultados del análisis.

Gráfica 12.- Curva de Supervivencia de 5. aureus expuesta a la CBM de Verbascósido.

Ordenada al origen - 21 (s Ix 1013 impactos); K= 0.744; R- 0.99

Modek v4=7.9'exp(-b*exp(K*v3))
y=7.9-exp(-(0.0003932)"exp((0.7442813)*x))

R2=0.99

10 15

Tiempo (horas)

20 25 30
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Gráfica 13.- Curva de Supervivencia de V. cholerae expuesta a ia CBM de Verbascósido.

Ordenada al origen = 10.4 (s lx 103 impactos); K= 0.53; R= 0.99

Model: v2=7.3*exp(-b*exp(K*v1))

y=7.3*exp{-(0.0137674)*exp({0.5340604)'x))

^~~^..

x
\\\

V.\
\

10 15 20

Tiempo (horas)

25 30 35
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APÉNDICE VI

ESPECTROS
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Mode of action of Buddleja cordata verbascoside against
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Abstract

. We evalúate the mode of action of verbascoside obtained from Buddleja cordata against Staphylococcus aureus by
killing kmetics and incorporation of precursors methods. Verbascoside induced lethal effect on S. aureus, by affecting
protein synthesis and inhibiting leueine incorporalion. © Í999 Elsevier Science Ireland Ltd. All rights reserved.

Keywords: Buddleja cordata; Verbascoside; Staphylococcus aureus; Radioacüve precursor

1 Introduction keing usec* ' a s ^ ' u r e t ' c an<* antiseptic agents
(Houghton, 1984).

Sevcral Buddleja species have been widely used B^d/eJa corál!a floganiaceae), known as 'tepo-
in UBditional medicine in many parts of the zan m México, .s a tree wh.ch can reach a 20 m

. , „ , , , , , P .. , . height, and grows in ruderaí zones oí this country
world. Roots, barks and leaves of tnese plañís are b °
used against different kinds of alimente, such as ^ciniegas et al. (1997) identified verbascoside
dysentcryandeycorskininflammation.aswelias a s l h c a n t i m i c r o b i a I a g e n U w h i c h p r e s e n t s a n .

Ubacterial activity against Staphylococcus aureus.
* Correspondtng auihor.. This compound derived from phenyl pro pane,

0378-8741/99/$ - scc from maltcr O 1999 Elscvtcr Science Irciuni! Lui. Aü riglits reservai.

ni: S0378-874U98)00203-7
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which had alrcady bcen isolatcd Irom anolhcr
BuckUeja species and also showcd biotogical aciiv-
ity againsl this baclerium: Pardo el al. (1993)
reponed: MIC 400 ug/mí and MBC 800 ug/ml.

The purpose of this paper is lo study the mode
of action of verbascoside on S. aureits in vilro by
exponential kinetic síudies and the use of biosyn-
thetic precursors labeled wilh tritium: pHJieucinc
in prolein synthesis, [JH]thymidine in DNA syn-
thesis, [3H]uridine i ti RNA synlhesis, and
[3H]sodium acétate in tipid synthesis.

2. Materials and methods

2.1. Microorganism and culture médium

S.'uureus ATCC i 2398 was grown in Brain
Heart Infusión Broth (Bioxon: i 12-1) for stock
cultures and Mueller-Hinlon Broth (Bioxon: 260-
¡) was used as a test médium due to its low
interaction with the assayed compounds.

2.2. Reagents

2.3. Verhascoside isolalion

Dricd and ground leaves of B. cordata (2300 g)
were extracled with hexane, and methanoi. The
methanolic portion was evaporated to obtain a
crude syrup (345 g), which was chromatographed
over silicagel, eluting with CH2C12-CH3OH (19:1)
foilowed by incrcasing concentrations of
methanoi; fractions collected with
CH2C12-CH3OH (8:2) afforded a puré amorphous
powder (16 g), [a]¿22* -41.5 (MeOH; c 1.1). UV
-iSSí>H (nm): 208 (4.30), 2Í7 (4.45), 292 (4.10), 329
(4.25). IR V¡££ (cm-1) : 3400 (OH), 2932 (C-H),
1701 (conj. ester), 1631 (C=C), 1604, 1521 (aro-
matic ring). !H NMR ( D M S O - Í / 6 , TMS) S ppm:
0.97 (Í/, J = 6 Hz, 3H, Me of Rha), 2.70 (/, J « 7
Hz, 2H, Ar-CH2-CH2), 4.36 (d, / = 7 . 2 Hz, 1H,
H-I ofGlc), 4.72 (/, 7 = 9.6 Hz, 1H, H-4 of Glc),
5.03 (rf, / « l . l Hz, 1H, H-l of Rha), 6.21 (d,
J =15.8 Hz, 1H, Ar-CH=CJD, 6.49-7.01 (6H,
aromalic H), 7.47 (d, J= 15.8 Hz, 1H, Ar-
CH=CH), 8.69, 8.75, 9.19, 9.62 (4 x OH). Analyti-
cal data were idéntica! to those published for
verbascoside (Zimin and Zhongjian, 1991).

pH]Sodium acétate (ÍCN 2200405), pH]íeucine 2.4. Exponential killing bioassav
(Araershara TRK 683), [3H]thymidinc (Amersham
TRK 758), [3H]uridine (Amersham TRK 410),
and Chloramphenicol (Sigma C7795).

Bioassay was carried out in MueUer-Hinton
broth containing verbascoside at 200, 400, and

Control

-«-MBC
"*-Cloramfe^col (3Dug/ml}
-•-.Cioramfenicol (60ug/mi)

8 12 16 24 28 32

Time of incubation (hours)

Fíg. I. Survival curve for S. aurcus cclls exposed to verbascoside.
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OControl
Ei Experimenta!

100 i 200 1-5 400 2 hours

Concentfalion of verbascoside (pg/mí)

Fig. 2. Inhibitory effccl of verbascoside on protein synthesis in
S. aureus.

800 (xg/ml concentraíions. Positive control was
chloramphenicol at 30 and 60 i-ig/m! and nega-
tive control was methanol 100 ui/ÍO mí. Inilial
inoculum was 3 x 107 colony forming units
(CFU) and incubated at 37°C. To count CFU/
mi, samples were taken from each test tube
every 4 h until 24:00 h. Viable cclls werc
counted by a dilution technique (Lcnnettc et al.,
1987).

2.5. Incorporation of radioactiva precwsors

To incorpórate each radioactive precursor in
the cell, we proceeded as foílows: bacterial cul-
tures were made in 10 mi braín heart infusión

•Control
m Experimental

100 i 200 i.» 400 2 hours

Conceníration of verbascoside Ojg/ml)

Fig. 4. Inhibitory aclion of verbascoside on DNA synihcsts tn
S. aureus.

broth and were incubated during 12 h at 37°C
(Thelco Laboratory Oven Model 160). When
bacterial growth reached the exponential phase
(0.2 absorbance at 600 nm in a Spectronic 23
Milton Roy Company) the culture was diíuíed
ten times. Five units of bioassay were preparad
(threc experimental and two controls). Experi-
mental units were added with verbascoside at
300, 200, and 400 ug/mí concentrations (1/4
MIC, 1/2 MIC, and 1.0 MIC). One control unit
was methanol 100 ul and the other was the bac-
terial culture; then radioactive precursor was
added at 3.7 Kbq (0.3 fiCi/ml) concentration.

Both experimental and control units were in-
cubated at 37°C, and afiquots (1.0 mi) of each

100 too

•Control
El Experimenta!

Concentration of verbascoside (pg/mi)

Fig. 3. Inhibitory eífecí of verbascoside on RNA synlhcsis in
S. aureus.

100 40u

OControi
ElExperimeníal

..ours

Concentration of verbascoside (pg/ml)

Fig. 5. Inhibitory aclion of verbascoside on lipid synthesis in
S. aureus.
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unit wcre tíiken al LO, 1,5, and 2.0 h, Sampics
werc cenlriíugatcd during 10 min at 3500 rpm,
and thc supernatant ( = 1.0 mi) was suspended in
scintillalion liquid (9.0 mi) (Ready organic TM
Beckman).

Radioactivity was determined by scintillalion
counter (Beckman LSOOOSE). Sampics were
monitored during 1 min. The percentage of pre-
cursor absorbed by bacteria was calculatcd by íhc
proportion of rcmaining radioactive quantity al
each lest time. Five replicates were carried out for
cach radioactive labeted precursor (Morí et al.,
1987)/

3. Results

3.1. Exponent¡al küfing bioassay

Verbascosíde acts as bacteriostatic agent when
applied lo bacteria at the same or lower MIC
doses (Fig. 1), but at equal MBC doses, produces
an exponential kilíing curve of several hits (Davis
and Dulbecco, J973). Chloramphenicol doses
were ten-fold lower than verbascoside. Lethal ef-
fect does not exíst during the first 8 h, but cell
mortality increases notably after this time untii
12:00 h.

3.2. Mocle of action

Mode of action of verbascoside is displayed in
Figs. 1-5. Attenlion is focused on protein synthe-
sis because there was not evídence of inclusión of
pHJleucine into the cell (Figs. 1 and 2), whereas in
the other radioactive precursors studíed aller-
ations are not observed, that is, incorporation of
metabolites íabeled with tritium. Accordingíy, we
conclude that the mbde of action of verbascoside
is the inhibition of protein production, since
leucine is an important metabolite in protein
•synthesis.

Several alterations could oceur in the ccfl mem-
brane transportation, or in the passing through
the cell wall, however, it is importat lo carry out
experiments with verbascoside íabeled so that
evalúate ils effect on bacterium struclures.

4. Discussion and conclusión

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

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

Wilh regard to the killing kinetics, it is only
recognízed that verbascoside affecls several im-
portant sites in any metabofic or structural targets
on the bacterial cell.
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1, Subject and source

Buddleja scordioides HBK., Buddfejaceae (Hutchinson, 1973, p. 463) is a shrub
from the Chihuahuan desert of northern México and western Texas.

The aerial parts of B. scordioides were collected in Dr. Arroyo Nuevo León, Méx-
ico, in November 1998. A voucher specimen was deposited ín Izta Herbarium of
the UNAM Campus Iztacala (Izta 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), sesíjuiterpenes (Yoshida et al., 1976, 1978a,b)
and saponins (Ding et al., 1992; Ematn 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-mai¡ address: alrovi@correo.unam.mx (A. Romo de Vivar).

0305-1978/02/$ - see ftont marter © 2002 Pubüshed by Elsevier Science Ltd.
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3. Present study

3.1. Extraction and isolation procedure

Dried and ground aerial parís of B. scordioides (2000 g) were extracted success-
ively with hexane, EtOAc 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 CH2CI2, CH2Cl2-Me0H 9:1, CH2Cl2~Me0H 3:2 and
MeOH. The CH2CÍ2~MeOH (9:1 and 3:2) fractions afforded O-meíhylcatalpol (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 constítuent of a Buddleja species.
Mannítol 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
especialíy 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-ll,13(18)~diene (3) (Knight, 1974; Tori et al-,
1976). The Rfof the sugars corresponded to D-glucose, L-rhamnose and D-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; fX»Porasil preparative coíumn, eluted with hexane-EtOAc 1:1, isocratic flow
10 ml/min, detected in uítraviolet at 250 ran) and their structures established by mass
spectrometry and by one-dimensional and two-dimensional 'H and 13C nuclear mag-
netic resonance (NMR) experiments.

The *H — NMR spectrum of the acétate 4 showed signáis at 5(ppm) of 6.40 (dd,
/ - 1 1 . 3 H z , H-12) and 5.58 (d, J=10 .5Hz , H-ll) corresponding to the
ll,12,13(18)-diene. The signáis of two AB systems are attributed to C-28 {8 ~
4.00, d and 4.17, d; J - 11 Hz each) and C-23 (8 = 4.07, d and 4.24, d; J =
11.5 Hz each). The 13C - NMR shows the signáis of the 11,12,13(18)-diene at
8 = 125.43, 126.58, 133.28 and 137.13 ppm, and those of the hydroxymethylenes
at 8 = 65.9 (C-23) and 65.5 (C-28) ppm.

The 'H — NMR spectrum of compound 5 was very similar to that of 4 except
for the H-16 signal, which was downfield shifted (8 = 5.42 ppm) due to the presence
of the acetoxy group. Also, the !3C — NMR spectrum was very similar except for
the signal of C-Í6.

Compounds 4 ([«E5" = -7.5) and 5 ([a]¡? = -10.5) were identified as the
peracetate of 3-O-a-L-rhamnopyranosyl-(l-*4)-ji-D-glucopyranosyl-(l—»3)-[)5-D-
glucopyranosyl-(I—*2)]-p-D-focopyranosyl-3,23,28-txihydroxyoleane-ll,13(18)-diene
(Ding et al-, 1992) and 3-O~a~L-rhamnopyranosyl-(l—*4)-¡5-D-glucopyranosyl-
(l-^3)-[p-D-glucopyranosyl-(l-*2)]-p-D-fiicopyranosyl-3,16,23,28-teírahydroxyoleane-
ll,13(18)-diene (Yamamoto et al., 1991), respectively.
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Compound 6 ([CEID* = + 27.7) should correspond to the peracetate of buddlejasa-
ponin I. It presents C-28 and C-23 as triplets at 8 = 73.16 and 65.32 ppm, respect-
ively, which do not differ significantly from the chemicaí shifts reported for similar
atoms of buddlejasaponin I (Yamamoto et al, 1991).

4. Chemotaxoaomic 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 photoprotective properties of the methanolic extract of

B. scordioides, as well as, verbascoside, linarin, and linarin acétate, which are UV-B absorbing

compounds. The photoprotective effect of substances against UV-B induced cellular death was

evaluated through challenge experiments using Escheñchia coli. Verbascoside and linarin acétate

showed the highest protection against UV-B induced bacterial death. The sun protection factor

(SPF) of methanolic extract, linarin, linarin acétate, and verbascoside 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.



1. Introduction

Exposure to UV radiation from the sunlight constitutes íhe main factor in skin cáncer

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 radiation reaches the terrestríal

surface with higher intensity as a consequence of the ozone layer depletion (Brash, et al. 1991)

thus increasing the risk of skin cáncer such as basal and squamous cell carcinomas. Skin cáncer is

one of the major public health problems in the United States, and other countries with a

significant population of fair-skinned individuáis. ín the past decade, the incidence of non-

melanoma skin cáncer 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

cáncer, 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 Áloe

barbadensis have been used to prevent sunburns (Elmets and Young, 1996, and Wang, et al.

1991).

Buddleja scordioides HBK., Buddlejaceae, 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 León México, where B. scordioides is known as "escobilla",

íhe outdoor workers use infusión 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.



2. Methodology

2.1. Plañí material.

The aerial parts of B. scordioides were collected in Dr. Arroyo Nuevo León, México, in

November 1998. A voucher specimen was deposited in Izta Herbarium of the FES-Iztacala

UNAM(Izta 26140).

2.2. Extractionprocedure.

Dried and ground aerial parts of B. scordioides (2000 g) were extracted successively with

Hexane, EtOAc, and MeOH. The MeOH solution was concentrated at reduced pressure to yield

303 g of residue (15.15%), 3g írom these amount were empíoyed for photoprotective

experiments. 300 g of MeOH extrací was applíed to a siíica gel column and eluted with CH2CI2-

MeOH 19:1, folíowed by increasing concentrations of methanol. The CH2CÍ2-Me0H (9:1 and

8:2) fractions afforded línarin and verbascoside (3 g and 11 g, respectiveíy) as UV-B absorbing

compounds.

Linarín (Fig. 13,1) (3.0 g): mp. 273-274 °C, UV Xm2r(MeOH) (nm) 334 (4.27); [a]D
+22°c: -99.1°

(AcOH;C 1.0);IRvmax(KBr)cm-l:3350(OH), 1650 (00 ) , 1610 (C=C); 1590,1560,1500

(aromatic ring).!H NMR (DMS0-¿6> TMS) 6 ppm: 1.13 (d, 7=6.1,3H Me of Rha), 3.2 - 4.8 (14

H sugars), 5.11 (d, 7=7.2,1H, Hi of Glc), 5.26 (s, broad, 1H, Hi of Rha), 6.5 (d, 7=2.18,1H,

aromatic), 6.84 (d, 7-2.18, 1H, aromatic), 6.99 (s, 1H, vinyi), 7.2 (d, 7=8.86,1H, aromatic), 8.1

(d, J~ 8.86, 1H, aromatic), 12.96 (s, 1H, OH). Physical and spectroscopic data are identical to

those published for Linarin (Baker et al., 1951; Geisman, 1962).



experimental unít 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 ínternationa! Light

model 700 A research radiometer. Irradiation dose was 0.85 J cm" . Survivor's number was

detected in accordance with the düution method (Eisensíadt et al, 1994) at dífferent time periods.

The photoprotective substances were methanolic extract of B. scordioides, verbascoside

(dissolved in MeOH), íinarin (dissolved in DMSO), and linarin peracetate (díssolved in CHCI3).

The positive control was escalol (ethylhexyl-methoxycinnamate, ÍSP VAN DIK) and the negative

controls were the soivents used for dissoíving the photoprotective substances.

2.3.2. Guineapigsunprotection factor (SPF) measurements.

Dorsal skin of guinea pigs was shaved with electric cüppers (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. Añer 16 h, dorsal skin was treated with 2 mg/cm of photoprotective

substances or with vehicle (setting gel-Stil Net) or was left untreated. Animáis (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 line). The adhesive side of the tape covering

the dorsal skin área was coated with aluminum fold to prevent reddening of the skin (from

adherence of the tape to that skin región). The time between topical treatment and irradiation with

UV-B was aproximately 15 min.

Animáis were placed under a bank of 5 UV-B Iamps (312 nm, Spectroline EB-280C) positioned

15 cm above their backs, The irradiance at this distance was of 0.85 J cm"2 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.



3. Results

5.1 Protective effect against UV-B induced cell death

In the course of our research we determined the photoprotective activity of methanolic extract of

B. scordioides. Fig. 1 shows that the methanolic extract had more photoprotective activity than the

negative control (Fig. 2), but less than positive control (escalol Fig. 3). The resuits also showed

that the bacteria population (~ 108 cells/ml), protected with methanolic extract of B. scordioides\

reached cell death at 37-65 min interval; negative and positive control, in turn (Figures 2 and 3),

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

Figure 1. Photoprotectíon of methanolic extract of fl.
scordioides against UV-B (312 nm) irradiation on E. coli.

(K= 0.06, R-square = 0.97)
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Figure 2. Cellular death of E. coli by UV-B ¡rradiatíon (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)

10

C 8o

I «I

50 150

time (minutes)

200 250 300

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 acétate (Fig. 13, la) was prepared in

our laboratory. Tabíe 1 shows X max and extinction coefficienís of linarin, linarin acétate, and

verbascoside. These compounds were tested for their protective effect against UV-B induced ceil

death. Figs. 4, 5, and 6 show the photoprotective effect. Linarin acétate and Verbascoside

protected bacteria more efficientíy than positive control 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.

10

£ 6

Figure 4. Photoprotection of linarine acétate against UV-B (312 nm)
¡rradiation on E.coli.
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Figure 5. Photoprotection of verbas eos ¡de against UV-B {312 nm)
irradiation on Eco/ / .
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3.2 Guinea pig sun protection factor (SPF)

The SPF valúes of the tested subsíances were determined by guinea pig experiments (Table 2).

Negative control (guinea pigs protected only with vehicle) showed perceptible eryíhema at 20 ± 2

min, this time was considered 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 activity, its SPF was of 24 ± 0.7 retarding the erythema

appearance until 440 ± 14 min. Linarin acétate protected skin in similar manner than positive

control (escalol). The SPF obtained for linarin was of 9 ± 0.3.

According to Friedmaii test, there were significant differences ín each treatment. Wilcoxon test

showed significant differences between negative control and experimental substances during the

time of effective photoprotection (Table 3), consequently the SPF valúes obtained from UV-B

absorbing substances are relíable.

2Z1*



3.3 Histological changes

Biopsies were taken from irradiated zones corresponding to máximum irradiation time without

MED of each treaíment. Fig. 7 shows a skin tissue exposed to UV-B radiation corresponding to 1

MED without photoprotector substance (only vehicle). This histological photograph shows a

zone of epidermal changes such as intracellular edema, vacuoüzation, and stratum corneum

detachment These phenomena are classical of UV-B irradiation burn (Lowe and Friedlánder,

i 997).

Figure 7. Skin tissue exposed at UV-B radiation, corresponding to 1 MED without
photoprotection. It shows epidermis (Ep) with edema (E), intracellular edema (IE)
(vacuolization), and stratum corneum (SC) detachment (H and E stain 400 X).

Se

Fig 8. Guinea pig skin protected with
MeOH extract of B. scordio'tdes

Fig 9. Guinea pig skin protected with Línarin Acétate



se

Fig 10. Guinea ptg skin protected wiíh Escalol Fig 11. Guinea pig skin protected with Linarin

D

Fig 12. Guinea pig skin proíected with Verbascoside

Figures. 8, 9, 10, 11, and 12 show skin tissue sections of guinea pigs protected with: meíhanoíic
extract of B. scordioides (40 minutes of exposition), Linarin acétate (80 minutes of exposition),
Escalol (80 minutes of exposition), Linarin (160 minutes of expositíon) 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, pilóse
follicule=PF, hair=H.



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 acétate (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 evidení histological

changes.

R(
O

1: R=H
la: R=Ac

HO

HO

OH OH

OH

P y—OH
\ZZZ7,Y

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



4. Discussion

The photoprotective activity of rnethanolic extract of B. scordioides was determined (Fig. 1). The

meíhanolic extract had more photoprotective activity than the negative control (fig. 2), but less

than the positive control (escalol fig 3).

The UV-B ábsorbing compounds linarin and verbascoside were isolated from the methanoíic

extract of B. scordioides and linarin acétate was prepared. Linarin acétate and verbascoside

protected bacteria more efficiently than methanoíic extract, positive control, and linarin. Their

mortality rates (K) 0.019 and 0.025 respectively were lesser than those obtained for methanoíic

extract and positive control (both with K=0.06), and linarin (K=0.051). The low valué 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 íarger extinction coefficient, the larger photoprotection in cellular death UV-

B induced experiments usíng bacteria.

Methanoíic 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 acétate; probably Ünarin acétate ís absorbed across the skin due to its high

lípofilicity.

In aíl cases; methanoíic extract of B. scordioides, isolated compounds, and positive control

protected the skín tissue from irradiation burn because there was not evidence of histological

changes, while negative control exhíbited cellular (vacuolization) and vascular inflammatory

alterations (edema), as well as stratum corneum detachment



Verbascoside was the best photoprotector compound because protection against cellular death and

SPF valúes were greater than those obtained from linarín, linarin acétate, and escalol. In

accordance with Elmets and Young, 1996, the sunscreens shouid have two activities: fírst, to

furnish a SPF higher than 15 and, second, to have antioxidant properties. Verbascoside could be a

good sunscreen because its SPF is higher than 15,and it has antioxidant and wound healíng

properties (Mensah et al., 2001).

5. Conclusión

The present work correlates the popular use of B. scordioides with its photoprotective effect.

The methanoíic extract of B. scordioides has photoprotective activíty, 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 photóprotection quaíity of the tested compounds.
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TABLE 1. Absorption maxims (X max) and Exíinction Coefficients of isolated corapounds.

Compound

Linarin

Linarin acétate

Verbascoside

X max (nm)

334

320

291 y 332

Extinction Coefficient

18,832

32,335

26,130y35,113



TABLE 3. Síatistical significance according ío Friedman and Wilcoxon test.

Friedman Test:
MeOH EXTRACT
OÍB. scordiotdes

p<0.05

VERBASCOSIDE

X2=37.5
p<0.005

LINARIN

X2=28.27
p<0.005

LINARIN ACÉTATE

X2=28.27
p<0.005

ESCALOL

%2=28.27
p<0.005

Wücoxon test:
MeOH EXTRACT
oíB. sconlioides

VERBASCOSIDE LINARÍN LINARIN ACÉTATE ESCALOL

MED (P-value) MED (P-value)

1-2 0.046 1-2 0.025

1-3 0.083 n.s. 1-4 0.025

1-8 0.083 n.s. 1-8 0.025

1-16 0.157 n.s. 1-16 0.025

1-20 0.157 n.s. 1-22 0.025

1-24 0.083 n.s.

1-32 0.570 n.s.

MED

1-2

1-4

1-8

1-9

1-16

1-22

1-28

(P-value)

0.025

0.046

0.025

0.157 n.s.

0.157 n.s.

0.317 n.s.

0.059 n.s.

MED

1-2

1-4

1-5

1-8

1-16

(P-value)

0.025

0.046

0.317 n.s.

0.500 n.s.

0500 n.s.

MED

1-2

1-4

1-5

1-8

(P-value)

0.025

0.025

0.083 n.s

0.083 n.s

n.s.= no signifícant diíFerence

2*5?



TABLE 2. SPF measurements in guinea pigs

Substance
(2 mg/cm2)

Mcíhanolic extract
of B, scordioides

Verbascoside

Unarín

Linarin acétate

Escalol

SPF

3 + 0.09

24 ± 0.7

9 + 0.3

5 + 0.2

5 ±0.1

Exposition time
wilriuut erythema (min)

40 ± 1.8

440 ± 14

160 + 6

80 + 4

80 + 2

k


