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Antecedentes

1. ANTECEDENTES

Los productos naturales han sido utilizados por el ser humano desde su aparicion en
el planeta, con diversos usos que van desde su alimento y vestimenta hasta su incorporacién
en los novedosos fitofArmacos. Las plantas, han constituido la base para el desarrollo de la
medicina tradicional desde hace miles de afios (Guasch e Hinostroza, 2005; Mitscher ef al.,
2000); los chinos, por ejemplo, han aportado sus conocimientos desde hace mas de 4 000

afios en el uso del antimalanco Chadng Shan (Dichroa febrifuga) (Romo, 1999).

En Meéxico, el uso de plantas medicinales esta ligado al desarrollo de las culturas
prehispanicas, donde su comercializacion fue de gran importancia (Legorreta, 1989). En las
crénicas de la Nueva Espaila, se relata el uso y comercializacién de “Raices y Hierbas
medicinales” (Rodriguez, 1975). El registro mas antiguo de las plantas medicinales, es el
“Libellus” o “Cédice Badiano”, escrito en 1522 en Nahuatl por Martin de la Cruz (de
Tlatelolco), y traducido al latin por el indigena xochimilca Juan Badiano; sin embargo, el
registro mas importante que se conoce proviene de Francisco Hemmandez, quien llegé a la
entonces Nueva Espaiia con la finalidad de identificar todas las yerbas, arboles y plantas
medicinales existentes, y conocer que tipo de enfermedades curaban y cual era la forma de
hacerlo, y como resultado de su estudio, logré describir 3076 plantas y sus usos
medicinales (Argueta et al, 1994; Romo, 1999).

Durante las ultimas décadas, los sistemas tradicionales de medicina se volvieron un

tema de importancia mundial, a pesar de los rapidos avances y proliferacion de la medicina

moderna (Shein, 2005). En algunos paises desarrollados una gran proporciéon de la
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poblacién confia en las practicas tradicionales y su recurso mas importante, las plantas
medicinales para satisfacer sus necesidades en el cuidado de la salud primaria. Aunque la
medicina aldpata estd disponible en estos paises, los medicamentos herbolarios o
fitomedicamentos, y en peneral las terapias alternativas y/o complementarias han
mantenido su popularidad por razones historicas y culturales (Bames, 2003; WHO
Monographs on Selected Medicinal Plants, 1999; 2002). Estos productos son populares en
paises desarrollados como Alemania, Francia, Italia y los Estados Unidos, donde existen
guias apropiadas para el registro oficial de estos fitofarmacos (WHO Monographs on

Selected Medicinal Plants, 1999; 2002).

Ademis, Jos preparados que incluyen productos derivados de plantas medicinales son
ampliamente utilizados en los paises en vias de desarrollo con una gran tradicion en el

empleo de plantas para el tratamiento de enfermedades.

Es importante destacar que se han evaluado cientificamente muy pocas especies de
plantas para su aplicacion médica. Los datos de seguridad y eficacia estan disponibles para
unas cuantas especies de plantas, sus extractos e ingredientes activos, y las preparaciones
que los contienen. En la mayoria de los paises, el mercado de los fitomedicamentos estd
pobremente regulado, y frecuentemente éstos no estdn registrados ni controlados (WHO
Monographs on Selected Medicinal Plants, 1999; 2002). La seguridad, calidad y eficacia de
las plantas medicinales y fitomedicamentos por tanto, representa un problema tmportante
en paises industrializados y en vias de desarrollo. Tanto consumidores como profesionales

en el cuidado de la salud necesitan hoy en dia informacién autorizada y regulada sobre la

()
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seguridad y eficacia de las plantas medicinales (Mitscher ef al., 2000; Shein, 2005; WHO

Monographs on Selected Medicinal Plants, 1999; 2002).

Durante la cuarta Conferencia Internacional de las Autoridades Reguladoras de
Drogas (ICDRA, por sus siglas en inglés) realizada en Tokio en 1986, se recopil6 una lista
de plantas medicinales, estableciendo especificaciones internacionales para el uso mas
apropiado de las plantas y preparaciones que contienen productos vegetales. Las guias para
el aseguramiento de la calidad de los fitomedicamentos fueron posteriormente preparadas
por la OMS y adoptadas por la sexta ICDRA en Ottawa Canad4 en 1991. Como resultado
de las recomendaciones de la ICDRA y en respuesta a los requerimientos de los Estados
Miembros de la OMS de proveer fitomedicamentos seguros y efectivos para su utilizacién
en los sistemas nacionales para cuidado de la salud, la OMS ha publicado dos volimenes de
monografias sobre plantas medicinales que retinen 58 monografias de plantas medicinales

(WHO Monographs on Selected Medicinal Plants, 1999; 2002).

Las plantas medicinales contenidas en estos volimenes, fueron seleccionadas por un
grupo de asesores en Beijing en 1994 y son ampliamente utilizadas en todas las regiones de
la OMS, y para cada una existe suficiente informacion para sustentar su seguridad y

eficacia (WHO Monographs on Selected Medicinal Plants, 1999; 2002).
La importancia de las monografias radica en:

e Proveer informaciéon cientifica sobre la seguridad, eficacia y control de
calidad/aseguramiento de la calidad de plantas medicinales de amplio uso, para

facilitar su uso apropiado en los Estados Miembros de la OMS;
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¢ Proveer modelos para asesorar a los Estados Miembros de 1a OMS en el desarrolio

de sus monografias o formularios para éstos u otros fitomedicamentos ; y
o Facilitar el intercambio de informacién entre los Estados Miembros de la OMS.

Cada monografia consta de dos partes. La primera parte consiste en un resumen
farmacopéico para el aseguramiento de la calidad, que incluye rasgos boténicos,
distribucidn, pruebas de identidad, requerimientos de pureza, ensayos quimicos, y
constituyentes activos o mayoritarios. La segunda parte resume las aplicaciones clinicas,
farmacologia, contraindicaciones, advertencias, precauciones, reacciones adversas

potenciales y posologia.

En Meéxico, se ha despertado un creciente interés por parte de las autoridades
sanitarias en elaborar un registro de la inocuidad, eficacia y control de calidad de los
medicamentos herbolarios, lo cual se ve reflejado con la publicacién de la Primera Edicién
de la Farmacopea Herbolaria de los Estados Unidos Mexicanos en el afio 2001, la cual
contiene monografias de 82 plantas medicinales y aceites esenciales, en donde se describen
sus caracteristicas botanicas y fitoquimicas, ademas de los métodos generales de analisis

que son utilizados para el aseguramiento de la calidad de los mismos.

1.1 Compuestos Marcadores

Como es practicamente imposible evaluar a todos los constituyentes de una droga
vegetal, el aseguramiento de la calidad se realiza por medio de procesos de estandarizacion,

los cuales se basan en la identificacién de cantidades definidas de un constituyente o grupo
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de constituyentes en particular, llamados ‘“‘compuestos marcadores” (Gaedcke y Steinhoff,

2003).

Los compuestos marcadores son definidos como un constituyente presente en una
especie, que es caracteristico de la misma, y que puede ser usado para garantizar la calidad
de los productos naturales (Eisner, 2001). Entre los usos que pueden mencionarse para los

compuestos marcadores podemos destacar:

Identificacién. Los compuestos marcadores se encuentran restringidos a  pocas
especies, 0 a una sola parte de la planta. Cuando éstos se detectan en un material vegetal,

ayudan a confirmar la identidad del mismo (Eisner, 2001).

Detecciéon de adulteracién. La ausencia de ciertos marcadores puede ser utilizada para
asegurar que adulterantes conocidos no estan presentes en el material vegetal (Eisner,

2001).

Indicadores de calidad del producto durante la manufactura, manejo y
almacenamiento. Los compuestos marcadores sirven para el control de los procesos de
manufactura, manejo y almacenamiento, ya que proveen de un analisis objetivo en el
historial del material vegetal, durante los pasos de secado, molienda, extraccién,
empacado y almacenamiento, donde el material puede ser expuesto al calor, humedad,
oxigeno o contaminacion microbiana, disminuyendo la calidad del material vegetal

(Eisner, 2001).

Control de calidad de mezclas. Es posible determinar la cantidad de una planta en una

mezcla indirectamente, a través del uso de compuestos marcadores. El uso de este



Antecedentes

procedimiento requiere que el marcador contenido en la materia prima, se analice antes
de mezclar con otros materiales, para que su contenido en la molienda se pueda

determinar (Eisner, 2001).

Vida de anaquel. Los compuestos marcadores son utilizados en ocasiones como un
indicador de la vida de anaquel del producto. La formulacién, empacado y condiciones
de almacenamiento pueden afectar la estabilidad del material vegetal. Al monitorear la
degradacion de los compuestos marcadores, los fabricantes pueden conocer la
estabilidad cuando la calidad del producto comienza a deteriorarse y asi establecer la

vida de anaquel del producto (Eisner, 2001).

Control de la actividad farmacolégica. En plantas donde los compuestos marcadores
tienen la actividad farmacolégica conocida, el compuesto marcador puede ayudar a

asegurar que cada lote del producto tendra el mismo efecto fisioldgico (Eisner, 2001).

1.2 Diabetes.

1.2.1 Generalidades.

En la actualidad, la diabetes es uno de los principales problemas de salud publica a
nivel mundial que se agrava rapidamente. Su mayor impacto lo encontramos sobre adultos
econdémicamente actiyos y en México se presenta cada vez con mayor frecuencia en sujetos
jovenes (OMS, 2004). De acuerdo con la Organizacién Mundial de [a Salud (OMS), se
calcula que aproximadamente 171 millones de personas padecen diabetes a nivel mundial
(Tabla | y Figura 1). Aproximadamente 3.2 millones de muertes al aflo son atribuidas a esta

enfermedad (OMS; Guerrero, 2005). En México se estima que hay entre ocho y diez
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millones de enfermos, de los cuales, cerca del 30% ignora que padece esta enfermedad
(Medina, 2005). La calidad de vida que presentan estos pacienies, tiende a deteriorarse
rapidamente como consecuencia de las diversas complicaciones producidas por los altos
niveles de glucosa, situacién que se debe en gran medida a un control deficiente de la
enfermedad debido a los altos costos que implica (Medina, 2005). Tan solo el tratamiento
de esia enfermedad, que incluye consultas médicas, exdmenes de laboratorio y
medicamentos alopatas, puede llegar a tener un costo entre 1 800 y 4 000 pesos mensuales

(Medina, 2005), implicando un fuerte impacto en la economfa familiar.

Tabla 1. Prevalesencia de diabetes en las regiones de la OMS.

Regidn (de acuerdo a la Numero aproximado de
OMS) casos

Africa 7 000 000
América 33 000 000
Europa 33 000 000

Este del Mediterraneo 15 000 000
Pacifico oeste 36 000 000
Sureste Asiatico 47 000 000
Total 171 000 000

Fuentes: OMS; Wild et al, 2004.
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Figura 1. Prevalesencia de Diabetes a nivel mundial. Fuente: OMS.

1.2.2 Definicion.

La diabetes mellitus es un desorden metabdlico caracterizado por hiperglicemia
cronica debida a una deficiencia de insulina o una insuficiente efectividad de su accion. La
glucorregulacién es un complejo proceso fisiologico en el que fallas a diferentes niveles
(trastorno en el metabolismo de carbohidratos, grasas y proteinas) conducen finalmente a

una hiperglicemia (Cabrera ef al, 2000).

La insulina es una hormona de naturaleza proteica que regula la produccion de la
glucosa por el higado y el uso de la misma para la adecuada funcioén celular (Hopkins,

2005).
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1.2.3 Tipos de diabetes.

La OMS y el Comité de Expertos de la Asociacién Americana de Diabetes (ADA),
han clasificado a la diabetes en cuatro grupos: diabetes mellitus tipo 1, diabetes mellitus

tipo 2, diabetes gestacional, y otros tipos especificos de diabetes (Cabrera et al, 2000).

La diabetes mellitus tipo | (DMT]1), también llamada insulino dependiente o diabetes
juvenil, usualmente se manifiesta antes de los 30 afios (nifios y adolescentes) de forma
repentina. Esta patologia, se debe a un proceso de destruccién de las células beta del
pancreas provocadas por alteraciones inmunolégicas o de causa desconocida, y por la cual
se requiere una dosis diaria de insulina para prevenir el desarrollo de cetoacidosis, coma y
muerte (Cabrera ef al, 2000, Gardufio, 2001; Hopkins, 2005). Los sintomas comunes de la
DMTT incluyen: sed excesiva, hambre continua, necesidad excesiva de orinar, pérdida de
peso sin motivo, respiracion réapida y profunda, cambios en la visién y somno!encia o

agotamiento excesivo, Estos sintomas pueden aparecer de forma repentina (OMS, 2004).

La diabetes mellitus tipo 2 o diabetes no insulino dependiente (DMT2),lse presenta en
un 90 a 95% de los casos de diabetes y se caracteriza por el trastomo tanto en la secrecién
(produccién insuficiente por c¢élulas beta del pancreas), como en la accién de [a insulina
(aprovechamiento inadecuado por el organismo); su manifestacién es mas gradual y los
niveles de glucosa en sangre son mas estables, sin embargo, se requiere el uso de agentes
hipoglicemiantes orales, que son efectivos en el control de la diabetes, aunque no eliminan
sus complicaciones (Gardusio, 2001; Hopkins, 2005). Los pacientes con este tipo de

diabetes, pueden tener sintomas parecidos a los que presentan los pacientes con DMTTI,
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pero menos obvios, e incluso algunos no presentan sintomas y solo se les diagnostica

después de varios afios del inicio de la enfermedad (OMS, 2004).

La diabetes gestacional es una intolerancia a los carbohidratos que conduce a una
hiperglicemia de intensidad variable durante el embarazo (OMS, 1999), y puede

desaparecer después de concluida esta etapa, o bien puede desarrollarse diabetes.

La diabetes gestacional, asi como los otros tipos especificos de diabetes, como por
ejemplo Ja pancreatopatia fibrocalculosa (formalmente clasificada como diabetes mellitus
que esta relacionada con la mala nutricién, es el tipo de diabetes en que los jovenes
diabéticos de paises tropicales en desarrollo poseen una historia nutricional deficiente, y los
sintomas difieren de los dos tipos de diabetes anteriores) (Garduiio, 2001), son
padecimientos menos frecuentes generados como consecuencia de una patologia primaria.
En la Tabla 2 se muestran algunas de las patologias primarias que pueden inducir diabetes

(Cabrera, 2000; Goodman, 2001 ).

1.2.4 Complicaciones de la diabetes.

La diabetes es una enfermedad crénica o de largo término, y sus complicaciones estin
relacionadas directamente con los altos niveles de glucosa en sangre. Las complicaciones

pueden separarse en dos tipos:

Enfermedades microvasculares (daflo a vasos sanguineos pequeiios). La neuropatia,
que afecta aproximadamente al 50% de los pacientes diabéticos, puede disminuir la
sensibilidad y dafiar las extremidades (OMS, 2005); cerca del 20-30% de pacientes con

DMTI1 o DMT?2 desarrollan nefropatia diabética, ésta causa representa la tercera parte de los
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casos de darios renales (Molitch et al, 2000). La retinopatia diabética es una de las mayores
causas de ceguera y discapacidad visual. Después de padecer por 15 afios diabetes,
aproximadamente el 2% de los enfermos tiende a ceguera total y un 10% desarrolla severos
impedimentos visuales (OMS, 2005). Los daiios en los vasos sanguineos y nervios provocan
ulceraciones y subsecuentemente amputacion de los miembros inferiores. La diabetes
representa la causa mas comun de amputacidén no traumatica, y se puede prevenir por una

regular inspeccion y buen cuidado de los pies.



Tabla 2 . Patologias primarias

Antecedentes

que pueden inducir Diabetes.

Defectos genéticos en la funcion de las
celulas
Cromosoma 20, HNF4a (MODY 1)
Cromosoma 7, glucocinasa (MODY 2)
Cromosoma 12, HNFla (MODY3)
Cromosoma 13, IPF-1 (MODY4)

Mutacién en el DNA mitocondrial

Defectos genéticos en la accion de la
insulina
Resistencia a insulina tipo A
Sindrome de Rabson-Mendenhall
Diabetes lipoatropica
Mutaciones sobre el gen del receptor de

insulina

Daiio en la funcién exdcrina del pancreas
Pancreopatia fibrocalculosa

Pancreatitis

Pancreatectomia

Neoplasia

Fibrosis quistica

Hemocromastosis

Endocrinopatias
Sindrome de cushing
Acromegalia
Hipertiroidismo

Somatostatinoma

Induccién por firmacos
Acido nicotinico
Glucocorticoides

Hormonas tiroideas

Induccion por infecciones
Rubéola congénita

Citomegalovirus

Agonistas alfa adrenérgicos
Agonista beta adrenergicos
Tiazidas

Estreptozotocina
Pentamidina

Vacor

Asociado a sindromes genéticos
Sindrome de Down
Sindrome de Klinefelter

Sindrome de Prader-Willi

Sindrome de Turner

Formas no comunes mediadas por inmunidad

Sindrome autoinmune a la insulina

Anticuerpos contra el receptor de insulina

Sindrome de “Stiff Man”
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Dentro de los padecimientos mas importantes que encontramos en los pacientes con
diabetes encontramos a las enfermedades macrovasculares (dafio a vasos sanguineos
grandes). Las complicaciones mas frecuentes que aparecen después de varios afios o décadas
con diabetes. Entre estas complicaciones podemos destacar el sindrome metabélico y la
enfermedad vascular periférica. En la Figura 2 se ilustran algunos de éstos padecimientos y

los sistemas u 6rganos que afectan.

4 Cerebroy
os " Circulacién Cerebral
(Retinopatia)  —————— & {Dafto Cerebrovascular)
Corazény ‘
Circulaclén Coronaria
(Dafto cardlaco)
RIfvbn
(Nefropatia)
Sistema Nervioso
Periférico
(Neuropatia)
Miembros inferlores
(Dafio Vascular
Periférico)
Ple Dlabético
{Ulceraclén y
amputacion)

Figura 2. Principales complicaciones de la diabetes. Fuente: IDF,
http://www eatlas.idf.org.
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1.2.5 Tratamiento de la diabetes mellitus Tipo 2.

A1n cuando no se ha encontrado cura para la diabetes mellitus (exceptuando el transplante
de pancreas, realizado solo a pacientes de DMT1), se han buscado diversas alternativas
para su control. Entre las alternativas que se tienen podemos destacar a la dieta y al
ejercicio los cuales resultan ser suficientes para controlar los niveles de glucosa en DMT2.
Sin embargo, cuando estas alternativas son insuficientes, se recurre el uso de
hipoglucemiantes orales. En la Tabla 3 se resumen el tipo de farmacos, las estructuras
quimicas, los mecanismos de accién y la duracién del efecto, de los 6 grupos de farmacos

que se utilizan, de acuerdo a su naturaleza quimica.

1.2.6 Productos Naturales Utilizados como Hipoglicemiantes.

La disponibilidad y el empleo de medicamentos resultan de gran importancia para el
éxito del tratamiento de una la diabetes. Por este motivo, en los Gltimos afios se ha
incrementado el uso de la medicina tradicional como una alternativa o complemento de las
terapias aldpatas (Legorreta, 1989), de hecho, el uso de una gran variedad de
fitomedicamentos de la medicina tradicional en el mundo, ha jugado un papel muy
importante en el tratamiento de DMT2 (Guerrero, 2005). Dentro de la medicina tradicional
mexicana se cuenta con un gran numero de especies destinadas al tratamiento de la
diabetes, por ejemplo, especies que pertenecen a las familias Fabaceae, Asteraceae,
Labiatae, Liliaceae, Poaceae, Euphorbiaceae, Rubiaceae, Rosaceae, Cactaceae, entre otras.
Algunas especies de las familias Rubiaceae y Euphorbiaceae, pertenecen al complejo de la

quina o complejo copalchi. (Garduiio, 2001)
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Tabla 3. Firmacos utilizados como hiopoglicemiantes .

Duracién aprox.

Tipo de Fdrmaco Nicleo Ejemplos Mecanismo de accidn del efecto
I |
i Gltbenichuicida Estimulan la secrecion de insulina
Sulfonilureas R1 SO—NH—H NH—R2 Tolbutamida 24 horas
] 5 A en células 0.
Glimepirida
‘ H Disminuye la produccion de
Bi id # Metformina glucosa de higado e incrementa el 12 horas
‘guanidos HzN—E IER Fenformina consumo de la glucosa de la
H células
s Disminuye la resistencia de las
. . =0 Pioglitazona células a la accidn de la insulina, v
Tiazolidinedionas R\/\Om Rosiglitazona disminuye Ja produccion de 16 234 horas
glucosa por el higado.
o COOH
/IJ\/@ Estimulan la liberacion de insulina
Meglitinidos N oG Repaglinida cerrando los canales de potasio 122 horas
& dependientes de ATP en células 3.
COOH O . i )
Derivados de D ; Estimulan la secrecién de insulina
etrw% ;)s ae L- N nateglinida bloqueando los canales de potasio
entalaning ( sensibles a ATP en células B.
Variable. Eiemplo: Miglitol,
o oH oH Inhiben la enzima alfa-glucosidasa
[nhlbldores'de la Ac_arl:tosa en el intestino disminuyendo la I hora
alfa-glucosidasa Miglitol

a4
"o
H

absorcion de carbohidratos.

Fuentes: Goodman, 2001 y Hopkins, 2005.
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1.3 Generalidades del complejo “copalchi”.

El complejo copalchi, también conocido como complejo quina, copalquim, cascarilla,
etc., esta formado por al menos 11 especies de arboles y arbustos dentro de las cuales
destacan las siguientes rubidceas: Exostema caribaeum (Pinto et al, 1997), Exostema
mexicanum (Kohler et al, 2001) y Hintonia latiflora (Pinto et al, 1997; Anaya, 1991, Mata
et al, 1992). La corteza de las plantas pertenecientes a este complejo (cualquiera de las
plantas que lo integran o el conjunto de dos o més de ellas), han sido utilizadas en la
medicina tradicional debido a que se le atribuyen usos contra el paludismo o malaria,
padecimientos del higado, bilis, vesicula, diabetes y para evitar la caida del cabello (Anaya,
1991). Estudios recientes han confirmado que algunas de las especies pertenecientes al
complejo poseen actividad antimalarica (Noster y Kraus, 1990; Kohler es al, 2001) e

hipoglicemiante o antidiabética (Pinto ef al, 1997; Guerrero, 2005).
1.4 Exostema caribaeum
1.4.1 Caracteristicas Fitoquimicas y Etnobotanicas.

Exostema caribaeum (Figura 3) es una de las 100 especies mas comercializadas en
México con fines curativos. En la Tabla 4, se resumen sus principales caracteristicas
taxondémicas y etnobotdnicas. Noster y Kraus demostraron in vitro que el extracto de la
corteza posee una potente actividad contra Plasmodium falciparum (Noster y Kraus, 1990).
Ademas, su actividad como hipoglicemiante, solo se ha estudiado en el extracto etandlico
del complejo copalchi (Hintonia latiflora'y Exostema caribaeum). Este extracto disminuy6
significativamente los niveles sanguineos de glucosa en ratas sanas (Pinto et al, 1997). En

la Tabla 4 se resumen las caracteristicas etnobotanicas y taxonémicas de E. caribaeum.

16
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En la Figura 4 se ilustra el mapa de la distribucién de E. caribaeum en la republica
Mexicana (Anaya, 1991).
Estudios fitoquimicos previos sobre E. caribaeum han permitido el aislamiento del

polialcohol manitol (1) (Krebs y Griesinger, 1960) y de la exostemina (2) (Sanchez, 1969).

Estudios mas recientes han reportado el aislamiento y caracterizacion del
anisaldehido (3) y el B-sitosterol (Garcia, 1987), y las 4-fenilcumarinas 5-O-B-D-galactosil-
3°,4"-dihidroxi-7-metoxi-4-fenilcumarina (4), 5,7,4 -trimetoxi-4-fenilcumarina (5), 5,3"-
dihidroxi-7,4"-dimetoxi-4-fenilcumarina (6), 5-0-B-D-galactosil-7,4"-dimetoxi-4-
fenilcumarina (7), 5-O-B-D-glucosil-37,4"-dihidroxi-7-metoxi-4-fenilcumarina (8), 5-O-
(6" -acetil)-B-D-galactosil-3°,4"-dihidroxi-7-metoxi-4-fenilcumarina (9), 7,4",5-trihidroxi-
4-fenil-5,2 -oxidocumarina (10), 7,4 -dimetoxi-5"-hidroxi-4-fenil-5,2"-oxidocumarina (11)
y 4°,5"-dihidroxi-7-metoxi-4-fenil-5,2"-oxidocumarina (12) (Mata er al, 1987; Garcia,
1987; Mata et al, 1988). En la Figura 5 se ilustran las estructuras de los compuestos

aislados a la fecha de E. caribaeum.

Figura 3. Corteza de Exostema carx]baum
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Tabla 4. Caracteristicas etnobotdnicas y taxonémicas de E. ceribaeum.

Familia

Rubiaceae (Subfamilia Cinchonoideae)

Nombre
Cientifico

Exostema caribaeum (Jacq.) Roem. et Schult.

Nombres
vulgares

Copalche, copalchi (Republica Mexicana), chaktsi us® sabac-ché?,
(Yucatan); copalche de Jojutla (Morelia, Mich.); jocotillo de cerro (Tuxta
Gutiérrez, Chis); palo santo, copalti, falsa quina, copalchi de Jojutla, quina de
Michoacédn, copalchi de Michoacan, planta de la quina, zalacche, chactselis
(Anaya, 1991; Argueta, 1994; Diaz, 1976; Garcia, 1987; Sanchez, 1969;
Pinto ef al, 1997)

Descripcion

Arbol con ramas horizontales y fuste recto, hasta de 10m de alto y 15cm de
didmetro. Corteza escamosa café con manchas blanquecinas, fisuras
longitudinales profundas y anchas de color casi negro, tronco todo cubierto
de escamas, con fisuras transversales bien marcadas por lo que las escamas
son rectangulares o0 cuadradas pero irregularmente distribuidas, lo que da
apariencia de troncos viejos. Hojas pecioladas, ovaladas o elipticooblondas
de 5 a 1lcm de largo, acumniadas o agudas en la base. Flores solitarias de
corola blanca en forma de campana. Fruto capsular ovalado eliptico de | a

1.5 cm de largo, de color café oscuro lustroso (Anaya, 1991; Argueta, 1994).

Distribucién

Esta especie tropical se encuentra en las Indias Occidentales, Centro y
Sudamérica (Mata et al, 1987; Nassar er al, 1980; Pinto et al, 1997). En
México (Figura 1), se encuentra en Campeche, Chiapas, Guerrero, Jalisco,
Edo. de México, Michoacan, Morelos, Oaxaca, Puebla, Querétaro, Quintana
Roo, San Luis Potosi, Tamaulipas y Yucatan (Anaya, 1991).

Usos

La infusion de la corteza se utiliza contra la malaria y también se usa para
curar el dolor de estdomago y fiebre (Anaya, 1991). En fomentos se utiliza
contra granos, llagas y manchas (Argueta, 1994). También es usada para
clarificar la sangre, contra tlceras, gastritis, disenterfa, mata amibas,
solitarias, como agente antidiabético y como diurético (Anaya, 1991;
Argueta, 1994; Diaz, 1977; Gardufio, 2001).

* Lengua Maya.
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1.4.2 Actividad de las 4-fenilcumarinas de F. caribacum.

Se ha demostrado que la 7,4°,5 -trihidroxi-4-fenil-5,2"-oxidocumarina (10) posee
actividad antimicrobiana contra P. aeruginosa y actividad antifangica contra C. albicans,
mientras que la 5-O-3-D-galactosil-3°,4 "-dihidroxi-7-metoxi-4-fenilcumarina (4) (aislada de

H. latiflora) presentd actividad antifingica contra C. albicans (Rojas ef al, 1992).

Ademas, se ha demostrado que la exostermina (2) y su derivado metilado (exostemina
1II) tienen actividad inhibitoria sobre la enzima fosfodiesterasa del AMPc¢ (Kusano ef al,

1991).

De manera adicional, Calera y colaboradores encontraron que la 5-O-3-D-galactosil-
3’,4"-dihidroxi-7-metoxi-4-fenilcumarina (4) actia como un irnhibidor de la transferencia de
energia en cloroplastos de espinacas, mientras que la 5-O-B-D-glucosil-3°,4 -dihidroxi-7-
metoxi-4-fenilcumarina (8) actia como desacoplador en cloroplastos de espinacas,

inhibiendo la sintesis de ATP y la captacion de protones (Calera ef al, 1995; 1996).

1.4.3 Sintesis de 4-fenilcumarinas.,

Debido a la gran relevancia que han alcanzado las 4-fenilcumarinas naturales, se ha
reportado la sintesis de diversas moléculas con dicho nicleo. En el caso de las 4-
fenilcumarinas de E. caribaeum se ha reportado la sintesis de la exostemina (2) (Mukerjee
et al, 1968), ademas de la 5, 7,4'-trimetoxi-4-fenilcwnarina (5} y la 5,3’-dihidroxi-7,4'~

dimetoxi-4-fenilcumarina (6), (Bose y Banerji, 1990; Bose y Banerji, 1991).
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Figura 5. Compuestos aislados de E. caribaeum.
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2. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

En los ultimos afios se ha observado un creciente interés por la investigacion de las
plantas medicinales en el mundo y hoy presenciamos un resurgimiento de “medicamentos
herbolarios” novedosos en Europa, Asia y Estados Unidos de América del Norte. La
mayoria de estos productos que se comercializan a nivel industrial, provienen de plantas de

reconocido uso en la medicina popular (Lozoya, 1993).

El crecimiento anual en el consumo de medicamentos herbolarios ha sido constante
en las ultimas décadas. En 1992 fue del 15% en la Comunidad Europea; 8% en el resto de
Europa; 12% en América del Norte y él suroeste de Asia, y de un 15% en Japén, India y
Pakistan. El incremento anual para este consumo se estima en 8% para la comunidad
Europea; 12% para el resto de Europa; 10% para Norteamérica y el suroeste asiatico y 15%
para Jap6n, Pakistdn e India (Hersh, 1996). Es importante destacar que, la mitad del gasto
europeo en fitomedicamentos corresponde a Alemania; este pais corresponde a uno de los
principales centros de comercio de plantas medicinales en el mundo (Hersh, 1996). Para el
registro oficial de medicamentos herbolarios en Europa se requiere la elaboracién de una
monografia que incluya los siguientes aspectos: una descripcion detallada de las
propiedades curativas del medicamento, estudios farmacologicos, quimicos, toxicolégicos y
clinicos de las plantas medicinales que integran el producto o, en su caso, de la preparaci6n
propuesta. Debera documentarse también, si existen riesgos por sobre dosificacién, las

posibles contraindicaciones y los efectos indeseables. Cabe hacer notar que los aspectos de
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tipo fitoquimico son indispensables para el procedimiento de manufactura y estandarizacion

de la preparacion (WHO, Monographs on selected medicinal plants, 1999; 2002).

México no se encuentra exento de esta influencia, y en el afio 2001 la Secretaria de
Salud publicé la primera Farmacopea Herbolaria de los Estados Unidos Mexicanos, con el
objeto de dar a conocer los métodos de anélisis y las especificaciones técnicas que deberian
cumplir las plantas y los fitomedicamentos derivados de ellas, que se utilicen en la

elaboracidon de medicamentos y remedios herbolarios.

Con base en las consideraciones anteriores, el presente trabajo de investigacion tiene
como objetivo primordial establecer los compuestos marcadores y la evaluacién del
potencial hipoglicemiante del extracto de FExostema caribaeum. Esta especie es
ampliamente utilizada en la medicina tradicional mexicana por sus propiedades
antidiabéticas. Se espera que los resultados derivados del presente trabajo constituyan la
base para establecer estrategias que permitan evaluar la calidad de la droga cruda derivada
de la especie E. caribaeum, y que permitan elaborar una monografia que eventualmente se
incorpore a una nueva edicion de la Farmacopea Herbolaria de los Estados Unidos
Mexicanos. Esta monografia debe contener, ademés de los procedimientos de control de
calidad, la informacién cientifica relacionada con la seguridad y eficacia de la especie
medicinal E. caribaeum. La monografia asi integrada servird para establecer de manera

eficiente las regulaciones sanitarias correspondientes por parte de las autoridades de salud.
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Para el cumplimiento del objetivo de este proyecto, se plantearon los siguientes

objetivos particulares:
e Determinar la composicidn del extracto total de E. caribaeum.

e Desarrollar el método analitico por CLAR para separar los diferentes componentes

del extracto.
e Aislar los componentes mayoritarios del extracto de E. caribaeum.
e Establecer los compuestos marcadores extracto de E. caribaeum.

e Evaluar la actividad antidiabética potencial de la especie E. caribaeum.
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3. PARTE EXPERIMENTAL

3.1 Procedimientos Generales.

3.1.1 Anélisis Cromatogrificos.

La cromatografia por adsorcion en columna abierta se realizo sobre gel de silice
Kieselgel 60 Merck (tamafio de particula 0.063-0.200 mm, 70-230 mesh ASTM). La
cromatografia en columna de exclusion se realizé usando 100 g de Sepbadex LH-20, de 50

cm de altura y 2.5 cm de didmetro, y se eluyé de forma isocratica con MeOH.

Los andlisis de cromatografia en capa fina analitica (CCF), se realizaron segun las
técnicas convencionales, utilizando diversos sistemas de elucion. La CCF se realiz6 sobre
placas de aluminio con diferentes dimensiones, recubiertas con gel de silice (60 F254 Merck,
malla 3.5-7.0 ASTM) de 0.25 mm de espesor. La visualizacion de las placas se realiz6é con
luz UV (onda corta, 254 nm y onda larga, 365 nm), y posteriormente se revelaron con
sulfato cérico amoniacal, seguido de calentamiento (110 °C aprox.) hasta visualizacién de

los compuestos.

Los andlisis por Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucion (CLAR) se realizaron
en un Cromatografo Waters 600 (Millipore Corp., Waters Chromatography Division
Milford, MA, EUA) acoplado a un detector de absorbancia UV Waters 2487 Dual o un
detector PDA Waters 996, y se utilizé una Columna Waters Symmetry® C,g (tamafio de
particula 5 pum, 100 A), de 4.6 x 250 mm. Los analitos se brepararon disolviendo 1 mg de

muestra en 500 uL de metanol se inyectaron en un volumen de 10 pL. Los espectros se
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registraron utilizando las longitudes de onda 254 y 280 nm, y se procesaron mediante un
programa de software Millennium 32 (Waters). Todos los analisis se realizaron a

temperatura ambiente.

3.1.2 Determinacion de las Constantes Fisicas, Espectroscépicas y Espectrométricas.

Los puntos de fusién fueron medidos en un aparato Fisher-Johns, y no se encuentran
corregidos. Los espectros de IR se registraron en un espectrofotometro FTIR de rejilla
Modelo 1605 marca Perkin-Elmer, 0 en un aparato Nicolet FT-5X en pastilla o en pelicula.
Los espectros de masas generados por la técnica de impacto electrénico (EM-IE) se
determinaron en un aparato JEOL JMS-SX102A Hewlett-Packard 5890 serie II mediante
introduccién directa a 70 eV y bombardeo de atomos rapidos (EM-FAB).Los espectros de
Resonancia Magnética Nuclear Protonica (RMN-'H) y de Carbono 13 RMN-2C)  se
generaron en un aparato Unity-Inova, marca Varian, el cual se oper6 a una radiofrecuencia
de 300 y 75 MHz respectivamente. Los espectros se realizaron en CDCl3, CD30D vy los
desplazamientos quimicos se designaron en unidades & (ppm), referidas al tetrametilsilano
(TMS).

Los analisis de arriba indicados se efectuaron en la Unidad de Servicios de Apoyo a

la Investigacion (USAI) de la Facultad de Quimica, UNAM.
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3.2 Material vegetal.

La recoleccion del material vegetal (corteza) de Exostema caribaeum, se realizd en

Temalac, Municipio de Atenango del Rio, Guerrero, en enero de 2003.

La recoleccidn e identificacion de la especie fue realizada por el Dr. Paul Hersch
Martinez del Jardin Botdnico del Instituto Nacional de Antropologia e Historia (INAH). Un
ejemplar de referencia (voucher 153) se deposité en la coleccion botanica del herbario det

Jardin Botanico del INAH, Cuernavaca, Morelos.

3.3 Ensayos Biolégicos.
3.3.1 Apnimales de Experimentacion.

Para los ensayos de diabetes se utilizaron poblaciones homogéneas de Ratius
novergicus machos cepa Wistar, de 55-60 dias de edad y peso de 180-220 g, procedentes
del Centro UNAM-Harlan (Harlan México).

Todos los procedimientos que involucraron a estos animales y sus cuidados se
realizaron de acuerdo con la Norma Oficial Mexicana NOM-062-Z0O0-1999,
“Especificaciones técnicas para la produccion, cuidado y uso de los animales de
laboratorio” y con las reglas internacionales sobre cuidado y uso de animales de
laboratorio. Todos los animales se mantuvieron bajo condiciones estandar de laboratorio

con alimento y agua ad libitum.
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3.3.2 Induccién de Diabetes.

Todos los animales fueron pesados en balanza granataria antes de la administracién
del diabetdgeno. La diabetes mellitus fue inducida de acuerdo a un modelo conocido , con
una inyeccién IP de estreptozotocina (STZ) (50 mg/Kg; Sigma. St. Louis, MO) preparada
inmediatamente antes de su administracién, disuelta en una solucién amortiguadora de
citratos a pH = 4.5, en un volumen de | mL/Kg. Siete dias después de la administracién, se
registraron los niveles de glucosa sanguinea en los animales. Se consideraron diabéticas

todas las ratas con niveles de glucosa mayores a 250 mg/dL (Sharma, 1997).

3.3.3 Determinacién de Glucosa.

Las muestras de sangre requeridas para los ensayos biolégicos durante la evaluacién
del efecto hipoglicemiante, se tomaron de la vena caudal, mediante una incisién en el
extremo de la cola de los animales de experimentacion, como se describe el diagrama 1. El
corte se realizé con bisturi, previamente desinfectado con algodén impregnado en alcohol
etilico, aproximadamente a 2 mm del extremo de la cola. La determinacién de glucosa

sanguinea se realizo utilizando un glucémetro comercial (One Touch Ultra®, Jonhson-

Jonhson) (Figura 3-B).

Los datos experimentales de los niveles de glucosa sanguinea se procesaron para
obtener los porcentajes de variacién de glicemia con respecto al nivel inicial, mediante la

siguiente ecuacidn:
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G-G
% de variacién de glicemia = (G- l X 100

Donde G; es el valor de 1a glicemia inicial y G, es el valor de la glicemia al fiempo de
determinacién (horas o dias) posterior a la administracién del extracto (Sharma, 1997). El
porcentaje de variacién de la glicemia fue graficada con respecto al tiempo de medicion
conjuntamente. Todas las graficas se realizaron con el programa computacional Sigma Plot
para Windows Version 4.01 (SPSS Inc.), mientras que el analisis de varianza (ANOVA)
seguido de la prueba de Dunnett se realizo con el programa computacional Sigma Stat para

Windows Versién 2.03 (SPSS Inc.).

Diagrama 1. Obtencién de la muestra de sangre para el analisis del nivel de glucosa.

Se asea la cola de la rata

[
Se realiza un corte en la punta
de ésta con bisturi

-

Se obtiene la muestra de sangre,
mediante la presién de la vena caudal
en direccién a la incision y se coloca
sobre la tira reactiva One Touch Ultra®,
previamente insertada en el medidor portatil

|

I
Se registra la lectura del medidor One
Touch Ultra®, del nivel de glucosa en sangre.
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3.3.4 Administracion de los Tratamientos.

Para todos los ensayos, el extracto fue preparado para administrarse en un volumen
de 0.5 mL/100g de peso, utilizando 2 gotas de Tween 20 y utilizando como diluyente agua

destilada.

Como testigo se utilizé el hipoglicemiante comercial Glibenclamida (10 mg/Kg;
Sigma, St. Louis, MO) (Sharma, 1997), preparado de la misma forma que el extracto. Los

controles se prepararon utilizando tnicamente 2 gotas de Tween 20 y agua destilada.

El extracto, testigo y controles, fueron preparados inmediatamente antes de los
experimentos. La administracion de los tratamientos, se realizd per os, por medio de una

sonda nasogéastrica infantil de latex FR8, como se muestra en la figura 3-C.
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3.3.6 Evaluacién Aguda de la Actividad Antihiperglicémica.

Se utilizaron 36 ratas, diabetizadas como se indica en los procedimientos generales.
Los animales se distribuyeron aleatoriamente en grupos de 6 y se prepararon con 18 horas
de ayuno y agua ad libitum en jaulas individuales. El procedimiento de administracion de
los agentes y la medicion de glucosa en sangre para este ensayo se realizé como se muestra

en el diagrama 3.

3.3.7 Evaluacién Subaguda del Efecto Antihiperglicémico.

Se utilizaron 24 ratas, de las cuales 18 fueron diabetizadas con STZ. Los animales se
distribuyeron aleatoriamente en 3 grupos de 6 ratas cada uno. Los grupos se nombraron
como control positivo, testigo y extracto integro. Un cuarto grupo se afiadi6 al experimento,

el cual se formé con ratas sin diabetizar (control negativo).

Las ratas de cada grupo fueron administradas diariamente en la mafiana y en la tarde
durante 30 dias. El extracto integro se administré a una dosis de 50 mg/kg. Los animales se

mantuvieron en condiciones controladas de temperatura, con ciclos luz-oscuridad de 12
horas, y acceso libre a alimento y agua.

La determinacién de glucosa en sangre y peso corporal se realizd al inicio del
experimento, y a los 3, 7, 10, 12, 15, 21 y 30 dias posteriores a la administracion de los
tratamientos. Los resultados de glucosa sanguinea se procesaron sin calcular % de variacion

de glicemia.
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3.4 Estudio Fitoquimico de Fxostema caribaeum.

3.4.1 Preparacién del Extracto Integro.

El proceso de desecacion se realizé a temperatura ambiente. Una vez seco, se molid

en un molino de cuchillas Modelo Willey 4.

El extracto se prepard a partir del material vegetal seco y molido (1.2 Kg), mediante un
proceso de maceracién utilizando una mezcla de CH,Cl,-MeOH en proporcién 1:1. El
extracto resultante se filtré y se concentr6 al vacio obteniéndose 272.6 g de un residuo color

café claro.
3.4.2 Obtencion de la 5-0-3-D-galactosil-3",4"-dihidroxi-7-metoxi-4-fenilcumarina (4).

El residuo obtenido del proceso de maceracion y concentracion, se intenté disolver en
CH,Cl,-MeOH (1:1), para su fraccionamiento primario. De este proceso precipitd
espontaneamente un residuo color crema, el cual fue separado por filtracién al vacio y se
limpié por medio de miiltiples lavados con MeOH. Este precipitado se identificé como 5-
O-B-D-galactosil-3’,4’-dihidroxi-7-metoxi-4-fenilcumarina (4) mediante comparaciéon con

muestra auténtica, en métodos espectroscpicos y espectrométricos.

3.4.3 Fraccionamiento Primario del Extracto.

Las apuas madres resultantes de la precipitacién, se sometieron a un
fraccionamiento primario utilizando gel de silice como fase estacionaria (2.6 Kg). El
proceso de elucion se realizd utilizando hexano, mezclas de hexano-CH,Cl, (diversas

proporciones), CH,Cly, mezclas de CH,Cl,-MeOH (diversas proporciones) y MeOH. Este
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proceso generd 196 eluatos, los cuales se analizaron por CCF, reuniéndose Jas que
resultaron similares cormatograficamente, y se obtuvo un conjunto de 12 fracciones
primarias (F001-F012). En los eluatos 143-153, precipité espontaneamente un residuo café,
con caracteristicas similares en CCF, para todos los eluatos, los cuales se juntaron y se les
asign6 la clave F013. En el Diagrama 4 se resume el proceso de extraccidon y
fraccionamiento primario, y en la Tabla 5 se resume el proceso cromatografico del

fraccionamiento primario del extracto.

Diagrama 4. Extraccién y fraccionamiento primario de Exostema caribaeum.

Material vegetal seco,
12 Kg

Extraccién por
maceracion con
CH,Cl1,-MeOH (1:1)
3 veces. 1 semana
Extracto CH,Cl,-
MeOH 272.6g

CCA de gel de silice

hexzano - CH,Cl, > MeOH

vy o v b

FO01-FOO3 FOO4 F 005 F006 FOO7-FOOB FOO® F010 FO11 FO12 FOI3
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Tabla 5. Fraccionamiento prumario mediante cromatografia en columna abierta del
extracto de E. caribaeum.

Fase mévil Proporcién Eluatos Fracciones reunidas Clave
hexano-CH,Cl, 1:1 1-16 1-7 F001
hexano-CH,Cl, 4:6 17-32 8-14 FOOR
hexano-CH,Cl, 3.7 33-56 15-39 F003
hexano-CH,Cly 2:8 | 5772 40-96 F004
hexano-CH,Cl; 1:9 73-94 97-123 F005

CH,Cl, 95-110 124-127 F006
CH,Cl,-MeOH 95:5 111-126 128-141 F007
CH,Cl,-MeOH 9:1 127-142 142 F008
CH,C1,-MeOH 8:2 143-158 143-147 F009
CH,Cl,-MeOH 6:4 159-174 148 FO10
CH,Cl,-MeOH 1:1 175-190 149-174 FO1]

MeOH 191-196 175-196 FO12

143-153 (pp) FO13

3.4.4 Aislamiento del Estigmasterol (14) a partir de la fraccién primaria F004.

Se realizé el fraccionamiento secundario de la fraccién primari_a F004 (2.5176 g), por
medio de cromatografia en columna abierta, utilizando gel de silice (81 g) como fase
estacionaria, y un gradiente hexano, mezclas de hexano-AcOEt, mezclas de AcCOEt-MeOH,
y MeOH como fase mévil. Este proceso generé un conjunto de 10 fracciones secundarias.
La fraccién FOO04-]I se sometid a una recromatografia en columna abierta utilizando
sephadex (50 x 2.5 cm) y como eluyente MeOH. De la fraccién 5, cristalizé de manera
espontdnea un compuesto con punto de fusion de 133-135°C, que se identificé como
estigmastero] (14), por comparacién de sus constantes fisicas y espectroscépicas con

aquellas de una muestra auténtica.
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3.4.5 Estudio de la Fracciéon Primaria FO11.

El fraccionamiento secundaric de la fraccién primaria FOI1 (89 g), se realizd
mediante cromatografia en columna abierta utilizando gel de silice (780 g) como fase
estacionaria, y AcOEt-MeOH (1:0) > AcOEt-MeOH (1:0) como fase mdvil (Tabla 5).
Durante éste proceso se obtuvieron precipitados en algunos de los eluatos, los cuales, al

compararse por CCF, generaron un conjunto de 5 fracciones de precipitados (Tabla 6).

Una cantidad idéntica de fraccién primaria FO11, fue fraccionada utilizando las

mismas condiciones de fraccionamiento, generando los precipitados que se muestran en la

Tabla 6.
Tabla 6. Fraccionamiento secundario de la Fraccion primaria FO11.
Fase mévil | Proporcién | Eluatos Precipitados reunidos | Precipitados reunidos
1ra columna 2da columna

AcOEt-MeOH 9:1 1-11 7-10 2’
AcOEt-MeOH 85:15 12-18 12 6’-10°
AcOEt-MeOH 8:2 19-24 14-16 11°-12°
AcOEt-MeOH 7:3 25-31 17-18 12°-13°
AcOEt-MeOH 1:1 32-33 23 14’17

MeOH 34-35 23’247

» Aislamiento de 5-0-B-D-glucosil-7,3" 4 -trihidroxi-4-fenilcumarina (15).

Al precipitado obtenido en la Ira columna (7-10), se sometié a una cromatografia de

exclusién con Sephadex, de la cual se generd un conjunto de 4 fracciones terciarias. La
fraccién terciaria 3 se hizo pasar nuevamente por una columna de Sephadex, generando 10
nuevas fracciones, de las cuales, la fraccion 7 se colocd nuevamente en columna de
Sephadex, obteniéndose 4 fracciones, de las cuales, en la fraccion 3 se obtuvieron cristales

color ambar con punto de fusién de 198°C.

37



Parte eerrimental

> Aislamiento de 5-O-B-D-galactosil-3',4 -dihidroxi-7-metoxi-4-fenilcumarina (4).

El precipitado de la fraccion 12, se purificé mediante una cromatografia de exclusién
con Sephadex, obteniéndose cantidades adicionales de 5-O-B-D-galactosil-3°,4 -dihidroxi-
7-metoxi-4-fenilcumarina (4), como un polvo fino color crema, con punto de fusién de 246-

248°C.
> Aislamiento de 5-0-B-D-glucosil-3',4'-dihidroxi-7-metoxi-4-fenilcumarina (8).

Se sometid a la fraccion 6°-10°a un fraccionamiento terciario mediante cromatografia
en columna abierta con gel de silice (230 g), con un gradiente de elucién AcOEt-MeOH, y
se generaron un conjunto de 4 fracciones terciarias. De la fraccién 3 se obtuvo un

precipitado de color crema, con punto de fusién de 252-254°C..

3.5 Obtencién del Perfil Cromatografico de E. caribaeum.

El perfil cromatogréfico fue realizado utilizando el extracto integro, ademas de los
compuestos 4 y 8, y se identificaron los picos correspondientes a dichos compuestos dentro
del espectro cromatografico en CLAR del extracto. Todas las muestras se mmyectaron en el
cromatografo como se indica en los procedimientos generales y con las condiciones que se
muestran en la tabla 6. Los disolventes empleados en los sistemas de elucién, fueron

acidificados al 0.1% con 4cido acético glacial.

Tabla 7. Condiciones de elucion del perfil cromatogrifico.

| Tiempo (min) | Flujo (mL/min) | % ACN % H,0 Curva
0 0.35 20 80
15 0.35 20 80 6
30 0.35 100 0 8
35 0.35 20 80 6
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Estudio Fitoquimico de la Especie Exostema caribaeum (Jacq.) Roem. et Schult.

La seleccién primaria de la especie E. caribaeum se realizé con base en criterio de
tipo etmomédico, el cual constituye uno de los criterios més importantes para seleccionar
las materias primas destinadas al descubrimiento de compuestos bioldgicamente activos
(Cox y Balick, 1994; Houghton, 1999; Fabricant y Famsworth, 2001, i/nter alia). La
especie E. caribaeum es utilizada de la medicina tradicional mexicana para el tratamiento
de la diabetes (Calzada, 1987; Garduiio, 2001). Ademas, esta especie es utilizada en el
tratamiento de la malaria, dofores de estémago y la fiebre (Anaya, 1991). También se le
recomienda para el tratamiento de tlceras, gastritis, disenteria, amibiasis, llagas y granitos
y para matar solitarias (Anaya, 1991; Martinez, 1989). Posteriormente, durante la
realizacién de los ensayos bioldgicos utilizando el extracto CH,CL,-MeOH (1:1) de E.
caribaeum, se establecié que esta especie constituye una fuente potencial de compuestos
con una actividad antidiabética.

Con base en los resultados obtenidos en las evaluaciones biolbgicas, se realizd el

estudio fitoquimico de E. caribaeum con la finalidad de aislar y establecer los compuestos

marcadores que permitieran ayudar durante el proceso de identificacion de la especie E.

caribaeum.

La preparacion del extracto activo en gran escala se realizé mediante un proceso de
maceracién, tal como se indicd en la Parte Experimental (3.4.1). Posteriormente, el

extracto resultante se sometié a un fraccionamiento primario mediante cromatografia en
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columna abierta utilizando gel de silice como adsorbente, y como sistema de elucion
hexano, mezclas de hexano-AcOEt, mezclas de AcOEt-MeOH, y MeOH. Este proceso
permiti6 obtener un conjunto de 12 fracciones primarias. De manera adicional, se obtuvo

un polvo que precipitd espontaneamente en las fracciones intermedias.

Las fracciones primarias F004 y FQ11 se sometieron a fraccionamientos secundarios
por métodos cromatograficos para aislar los compuestos mayoritarios de cada una de estas
fracciones (Parte Experimental, 3.4.4, 3.4.5 y 3.4.6). Como resultado de este proceso fue
posible aislar los compuestos estigmasterol (14), 5-O-B-D-galactosil-3",4"-dihidroxi-7-
metoxi-4-fenilcumarina (4) y 5-O-B-D-glucosil-3°,4"-dihidroxi-7-metoxi-4-fenilcumarina
(8). En la tabla 8 se presentan las estructuras de los compuestos identificados y sus

rendimientos con base en el peso de la droga cruda.

4.1.1 Caracterizacién de los compuestos estigmastero! (14), 5-O-pB-D-galactosil-3",4"-
dihidroxi-7-metoxi-4-fenilcumarina (4), 5-O-B-D-glucosil-3",4 -dihidroxi-7-metoxi-4-

fenilcumarina (8) y 5-O-B-D-glucosil-7-3",4'-trihidroxi-4-fenilcumarina (15).

Los productos estigmasterol (14), 5-O-B-D-galactosil-3",4"-dihidroxi-7-metoxi-4-
fenilcumarina (4), 5-O-B-D-glucosil-3",4"-dihidroxi-7-metoxi-4-fenilcumarina (8) y 5-O-B-
D-glucosil-7-3",4 -trihidroxi-4-fenilcumarina (15), se caracterizaron por comparacion de
las constantes fisicas y espectroscopicas con las descritas previamente en la literatura. En

el Anexo se proporcionan las constantes fisicas y espectroscépicas de éstos productos.
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Tabla 8. Metabolitos aislados de la especie Exostema caribaeum.

Estructura Rendimiento (%)
2.6
2.8 %102
=
2x10°%
HO
(14)
78X 10°
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Con la finalidad de contribuir a la elaboracién de una monografia farmacopéica de la
especie Exostema caribaeum se determindé la composicion de su extracto de CH,Cl,-
MeOH (1:1), mismo que presenta actividad antidiabética moderada. El analisis se realizé
por cromatografia de liquidos de alta eficiencia (CLAR). Posteriormente se seleccionaron
los constituyentes mas relevantes, los cuales fueron establecidos como los compuestos
marcadores y se procedi6 a desarrollar un método que permitiera separar los componentes

mayoritarios del extracto.

4.2 Obtencion del Perfil Cromatografico de E. caribaeum.

Para desarrollar el método analitico por CLLAR se aplico una estrategia similar a las
descritas en la literatura (Garcia, 2005). Considerando que el extracto obtenido a partir de
la especie E. caribaeum es poco soluble en la mayoria de los disolventes orgénicos y que
sus constituyentes son compuestos de bajo peso molecular, se decidié utilizar columnas de
fase reversa utilizando diferentes sistemas de elucién.

La concentracion del extracto se ajustd para tener un rango de respuesta menor a 2.0
unidades de absorbancia. De esta forma se emple6 una concentraciéon de extracto de 1.0
mg/mL de extracto en metanol.

El método analitico que se seleccion6 fue aquel que permitié la mejor separacién de
los compuestos 4 y 8 y con un tiempo de corrida corto (>30 minutos)

El registro del cromatograma por CLAR del Extracto de E. caribaeum (Figura 8),
permite observar dos picos cromatogréficos, los cuales corresponden a los compuestos
niayoritarios contenidos en el material vegetal utilizado, con tg de 15.5 y 25.0 min,

respectivamente.
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Figura 7. Cromatograma CLAR del extracto de E. caribaeum.

En el cromawgrama CLAR del compuesto (4) (Figura 9), se registré un pico
cromatografico con tg de 25 min, comparable a la sefal mayoritaria con mayor tg del
cromatograma del extracto de £. caribaeum y que corresponde a 5-O-f3-D-galactosil-3",4"-

dihidroxi-7-metoxi-4-fenilcumarina.
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Figura 8. Cromatograma CLAR del 5-O-B-D-galactosil-3°,4 "-dihidroxi-7-metoxi-4-
fenilcumarina.
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En el registro del cromatograma de CLAR del compuesto (8) (Figura 10), se observa una
sefial con un tiempo de retencién de 15.5 minutos, similar a la primera sefial mayoritaria
obtenida en el cromatograma del extracto de £. caribaeum, la cual comresponde al 5-O-B-D-

glucosil-3",4’-dihidroxi-7-metoxi-4-fenilcumarina.

040

0ox -’k .

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
00 20 40 6.0 8.0 100 120 14.0 16.0 16.0 20.0 22.0 24.0 26.0 28.0 30.0 32.0 4.0 35.0 8.0 40.0 42.0

Minetes
Figura 9. Cromatograma CLAR del 5-O-B-D-glucosil-3°,4"-dihidroxi-7-metoxi-4-
fenilcumarina.

Estos resultados permitieron  corroborar que las 4-fenilcumarinas 5-O-f-D-
galactosil-3°,4"-dihidroxi-7-metoxi-4-fenilcumarina (4) y 5-O-B-D-glucosil-3",4"-dihidroxi-
7-metoxi-4-fenilcumarina (8) representan los compuestos mas abundantes dentro del
extracto. Con base en los resultados anteriores, las fenilcumarinas 4 y 8 se seleccionaron

como los compuestos marcadores de la especie.

De manera adicional, dentro del aseguramiento de la calidad de las plantas
medicinales, la prueba de identificacién es importante. En la prueba de identificacion se

consideran el ensayo de identidad quimica (huellas digitales), el cual se establece por
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Cromatografia en Capa Fina (CCF), Cromatografia de Gases (CG) y/o Cromatografia de
Liquidos de Alta Resolucion (CLAR) (Gaedcke y Steinhoff, 2003). En las Figuﬁs 10y 11,

se muestra la CCF de los compuestos aislados en comparacion con el Extracto.

L S ST ST

Exto. 14

Cantidad aplicada: 20 pL de muestra. Placas Silica gel 60 Fas4, Merck. Sistema de elucion:
Hexano-AcOEt 8:2. Evaluacion directa: UV 254 nm y 365 nm. Agente cromégeno:

Sulfato Cérico Amoniacal.

Muestras: {Exto.} Extracto E. caribaeum. {14} Estigmasterol.

Figura 10. Cromatograma en capa fina del estigmasterol (14) y del extracto CH,Cl,-
MeOH de E. caribaeum.
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ke P - o e - . Z _

Exto. 4 8 15 14 St4 St8

Cantidad aplicada: 20 pL. de muestra. Placas Silica gel 60 Fyss, Merck. Sistema de elucién:
AcOEt-MeOH 7:3. Evaluacién directa: UV 254 nm y 365 nm. Agente cromégeno: Sulfato

Cérico Amoniacal.

Muestras: {Exto.} Extracto de E. caribaeum; {4} 5-O-B-D-galactosil-3",4"-dihidroxi-7-
metoxi-4-fenilcumarina; {8} 5-O-B-D-glucosil-3",4"-dihidroxi-7-metoxi-4-fenilcumarina;
{15} 5-O-B-D-glucosil-7-3" 4 -trihidroxi-4-fenilcumarina; {14} Estigmasterol; {St 4}
Estandar compuesto 4; {St 8} Estandar compuesto 8.

Figura 11. Cromatograma en capa fina de los compuestos aislados de E. caribaeum.
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4.3 Ensayos Biologicos.

4.3.1 Evaluacién Aguda de la Actividad Hipoglicemiante.

El resultado del analisis estadistico realizado a los datos obtenidos en este estudio,
mostré que el extracto integro de Exostema caribaeum produjo una disminucién
significativa de Ja glicemia en los animales de experimentaciéon comparados con el grupo
control negativo (vehiculo), a las 5 y 7 hrs (-16.85 + 2.49 y -16.46 + 470 %,
respectivamente) de la dosis de 100 mg/Kg; para la dosis de 500 mg/Kg, se observa una
disminucion significativa en los niveles de glucosa sanguinea a partir de las 5 hrs (-16.05 +
3.00 %), este efecto se mantuvo hasta el término del experimento (-18.25+ 253 % y -
20.53 £ 4.58 % a las 7 y 9 hrs, respectivamente). La glibenclamida (10mg/Kg) mostro su
méaximo efecto 5 horas después de su administracion, después de este periodo se observa

una disminucién de su efecto. Estos resultados se muestran en la Gréafica | y en la Tabla 8.

En todos los tratamientos, excepto con la dosis de 10 mg/Kg, existe diferencia
significativa a las 1.5 hrs con respecto al control negativo; ademas, se observa un
incremento en los valores de glicemia (incluso en 10 mg/Kg), que se presenta normalmente
en este tipo de estudios farmacoldgicos, posiblemente debido a la estimulacién de
diferentes procesos metabélicos y de homeostasis (Garduiio, 2001). Las dosis de 100, y
500 mg/Kg, son las que presentan el mejor efecto hipoglicemiante, y presentan diferencias
significativamente diferentes con respecto al control negativo. Al realizar una ANADEVA
(p<0.05) entre estas dosis, no se tienen diferencias estadisticamente significativas, a

ninguno de los tiempos de analisis.
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Tabla 9. Porcentajes de variacion de la glicemia en animales normeoglicémicos.

% de variacién de la glicemia

Tratamiento
1.5 hrs 3 hrs 5 hrs 7 hrs 9 hrs

Controf 32.63+8.71 AB4£511 -5.01 £3.53 140+ 421 324 556
(Vehlculo)

Testigo 4.66%+4.05 -37.15%+432  -4952%+2.13  -4591* £3.50 35.56* +4.99

(Glibenclamida)

Extracto 10.59 + 5.83 3.66+ 5.07 344 £ 546 7.13 £ 4.64 -8.82 £ 6.25
(10 mg/Kg)

Extracto 8.36% + 6.31 095+ 4.94 -6.90 £ 3.86 -1279+3.67  -13.46£6.27
(50 mg/Kg)

Extracto 5.47*% £ 597 -1.34 478 -1685%+2.49 -1646%+4.70  -16.24 +2.80
(100 mg/Kg)

Extracto 139%%4.15 4.49+3.62 -10.64£435 -13.83+4.05 -17.92+4.19
(250 mg/Kg)

Extracto 1.99% +3.74 4124296  -1605%+£3.00 -18.25% £2.53 -20.53* £4.58
(500 mg/Kg)

Media (* EE) (% de variacién de glicemia); * diferencia significativa (p < 0.05) en ANADEVA seguida de |a
prueba ¢ de Dunnef, en comparacion con valores iniciales.
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4.3.2 Evaluacion Aguda de la Actividad Antihiperglicémica.

Siete dias después de la administracion de la estreptozotocina (STZ), se midieron los
niveles de glucosa de los animales de experimentacién. Los niveles de glucosa de todos los
animales se registraron > 250 mg/dL, y fueron consideradas e incluidas en el estudio como

diabéticos (Sharma, 1997).

Al comparar los grupos tratados con el extracto de E. caribaeum con el grupo control
no se observa una disminucién estadisticamente significativa de los niveles de glucosa
sanguinea para ninguna de las dosis utilizadas. La glibenclamida tubo un comportamiento
similar al mostrado en el ensayo de actividad hipoglicemiante, con un efecto maximo a las
Sh y disminucién de su efecto después de este tiempo, yalas Sy 7 hrs (-27.00+3.81 % y -
19.38 + 2.24 %, respectivamente) presenta diferencia estadisticamente significativa con

respecto al control. Los resultados se muestran en la Grafica 2 y en la Tabla 9.
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Grifica 2. Efecto del extracto CH,Cl,-MeOH de E. caribaeum sobre los niveles de glucosa sanguinea en ratas
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Tabla 10. Porcentajes de variacion de la glicemia en animales diabéticos.

% de variacién de la glicemia

Tratamiento
1.5 hrs 3 hrs 5 hrs 7 hrs 9 hrs

Control 7.15+4.20 -0.06 + 4.08 440+ 4.16 -5.30+4.26 -538+4.30
(Vehiculo)

Testigo 1404530  -1473£524 -27.00%+3.8] -1938%+£224 -17.42+4.20

(Glibenclamida)

Extracto 11.93+6.37 -8.69 + 6.04 -8.87 +4.93 375+ 4.46 -7.65+ 1.54
(10 mg/Kg)

Extracto 7.47 £ 8.34 7424672 -1141+697 -674+1126  -448+585
(30 mg/Kg)

Extracto 9.38 +6.04 2795+3.77  -11.76+3.51 -16.82+4.84  -981+1.76
(100 mg/Kg)

Extracto 11.73 + 6.61 881 +6.02 -17.44+730 -1828+3.97 -1523+246
(300 mg/Kg)

Media (+ EE) (% de variacién de glicemia); * diferencia significativa (p < 0.05) en ANADEVA seguida
de la prueba ¢ de Dunnett, en comparacion con valores iniciales.

sopejmsay
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43.3 Evaluacién Subaguda del Efecto Antihiperglicémico.

Siete dias después de la administracién del diabetogeno (STZ), se midieron los
niveles de glucosa de los animales de experimentacién. Los niveles de glucosa de todos los
animales se registraron > 250 mg/dL, y fueron consideradas e incluidas en el estudio como
diabéticos (Sharma, 1997).

La seleccion de la dosis para este ensayo, se realizdé con base a los resultados
obtenidos en las evaluaciones agudas, en donde la dosis de 100 mg/Kg, presentd
diferencias estadisticamente significativas con respecto al control negativo en la evaluacion
hipoglicemiante. Aunque también la dosis de 500 mg/Kg presentd diferencias en los
mismos tiempos, no se consider6 debido a que aumenta 5 veces la probabilidad de
presentar un efecto téxico, con respecto a la dosis de 100 mg/Kg, ademds de que presenta

un comportamiento similar.

El extracto de la corteza de E. caribaeum produjo una disminucion significativa de la
glicemia en los animales de experimentacién, a parur del décimo dia de administracién. En
los animales tratados con el testigo, la disminucidn de los valores de glucosa sanguinea se
manifiesta de forma progresiva a partir del dia 13, incluso a partir del dia 21, se presenta
un comportamiento similar al control. El efecto observado en los animales tratados con el
extracto, fue moderado en comparacién con el efecto de |a glibenclamida, y no alcanza un
comportamiento similar al control. Estos resultados indican que la administracién oral del
extracto disminuye los niveles de glucosa sanguinea, pero no restablece los niveles de
glucosa a valores normales, en un periodo de 30 dias. Estos resultados se muestran en la

Grifica 3 y en la Tabla 10.
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Los animales de experimentacion, antes de la administracién del diabetégeno,
registraron el mismo rango de peso que los animales que se incluyeron en el control
positivo. 7 dias después de la administracion del mismo, estos animales tuvieron una
disminucion del peso corporal.

Al realizar el analisis estadistico del peso corporal de los animales, se encontré una
diferencia estadisticamente significativa del extracto, testigo y control positivo (diabético),
con respecto al control negativo (animales normales), pero no hubo diferencias
significativas entre ellos. Estos resultados se muestran en la Gréfica 4 y en la Tabla 10.

Los resultados obtenidos de éste estudio indican que, a pesar de que el extracto
CH,CIl,-MeOH de E. caribaeum resulta efectivo en disminuir los niveles de glucosa

sanguinea en animales diabéticos, no restablece las condiciones de peso corporal.
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Grafica 4. Efecto del extracto CH;Cl,-MeOH de E. caribaeum sobre el peso corporal de los animales de
experimentacion.
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Tabla 11. Efecto del extracto sobre los niveles de glucosa sanguinea en animales diabéticos.

% de variacién de la glicemia

Tratamiento 0 3 7 10 12 15 21 30
Control 100.50 10967 10267  89.67 87.67 95.83 91.00 92.00
positivo +4.59 £6.10 £6.19 242 +4.20 £ 138 % 1.98 +72.48

(Vehiculo)

Control

363.33* 406.33* 412,00* 488,00* 50333+ 531.33* 559.67* 58034+

negativo +16.15 +29.93 +11.45 +26.52 + 16.53 +27.57 +14.78 £24.17
(vehfculo)
Testi 169.33 46633 416.00  357.67%  323.33*  154.67* 89.00* 81.00*
estigo £5.73 £1350  £1657 246 £1022  £11.66 £4.30 £ 3.08
Extracto 373.33 45167 44267 38167 32400 29167  270.67*  189.67*
(100 mg/Kg) | 594 +3.80 +283 693 1582 +1397  +3691  +1526

Media (+ EE) (% de variacion de glicemia); * Diferencia significativa (p < 0.05) en ANADEVA seguida de la prueba ¢
de Dunnett, en comparacién con valores notmales
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Tabia 12. Efecto del extracto sobre el peso corporal de animales dlabéticos.

Peso corporal (g)

Tratamiento 0 3 7 10 12 15 21 30
Control positivo 169.80 19390 21620  216.10  196.40  194.80  201.60 2042
(Vehiculo) +35.20 £ 3.90 =520 = 4.50 +6.20 = 6.00 = 8.00 +9.20

Control negativo 213.40*  24130% 249.90* 256.00* 26590 27460% 281.30% 28820
(vehiculo) +£390 =150 £300 2270  £350 2420  £4.50 +5.5
2163

Tei 17830 195.80 21020 20970  209.10 21280 2112 ey

stgo +780 =400 4. +£350  £43 +490 =540 :
Extracto 17790 199.10 21340 21150 20560 22330 21880  217.70
(100 mg/Kg) £1060 +1090 =11.90 1350 1430 =£1320 =1390 =17.70

Media (£ EE) (% de variacién de glicemia); * Diferencia significativa (p < 0.05) en ANADEVA seguida de la prueba ¢
de Dunnett, en comparacién con valores normales
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Resumen y Conclusiones

5. RESUMEN Y CONCLUSIONES

El presente trabajo de investigacion constituye una aportacién al conocimiento de los
remedios herbolarios. El analisis del extracto de CH,Cl, de Exostema caribaeum permiti6
identificar sus principales componentes, entre ellos las 4-fenilcumarinas 5-O-B-D-
galactosil-3°,4 -dihidroxi-7-metoxi-4-fenilcumarina (4) y 5-O-B-D-glucosil-3",4’-dihidroxi-
7-metoxi-4-fenilcumarina (8). Estos productos fueron establecidos como los compuestos
marcadores de utilidad para el control de calidad de los extractos de la especie de E.
caribaeum.

El método analitico desarrollado por CLAR para separar los componentes del
extracto permitié determinar que los componentes mayoritarios del exfracto de E
caribaeum son las 4-fenilcumarinas 5-O-B-D-galactosil-3°,4 -dihidroxi-7-metoxi-4-
fenilcumarina (4) y 5-O-f3-D-glucosil-3",4"-dihidroxi-7-metoxi-4-fenilcumarina (8). En un
futuro, éste método serd de utilidad para valorar el contenido de 4-fenilcumarinas en los
extractos de E. caribaeum. De manera adicional, este método serd de utilidad para
determinar el contenido de 4-fenilcumarinas 5-O-B-D-galactosil-3°,4"-dihidroxi-7-metoxi-
4-fenilcumarina (4) y S5-O-B-D-glucosil-3",4"-dihidroxi-7-metoxi-4-fenilcumarina (8) en
extractos de la droga o en los productos fabricados con la misma, que son ampliamente

utilizados por la poblacién mexicana para el cuidado de la salud.

El estudio fitoquimico del extracto integro de la especie Exostema caribaeum,

permitié el aislamiento de los metabolitos secundarios identificados como estigmasterol
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(14) y 5-O-B-D-glucosil-7-3",4"-trihidroxi-4-fenilcumarina (15) descritos por primera vez
en ésta especie.

Los estudios bioldgicos realizados al extracto integro de Exostema caribaeum,
demostraron que su efecto antihiperglicemiante se presenta de forma moderada en

comparacién con un farmaco comercial.
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6. PERSPECTIVAS

La investigacion fitoquimica y bioldgica realizada a la especie Exostema caribaeum
en el presente trabajo, representa una continuacion al estudio que se ha realizado en los
dltimos afios a dicha especie. Sin embargo, ain falta mucho camino por recorrer para la
consolidacién de una monografia farmacopeica, y es por ¢so que a partir de este trabajo

hemos formulado las siguientes perspectivas:

» Validar el método analitico en CLAR, correspondiente al perfil cromatografico de la

especie.

» Realizar la evaluacion antidiabética de los compuestos aislados de esta especie,

incluyendo compuestos marcadores.
» Realizar ensayos de loxicidad para el extracto y compuestos aislados.

» Determinar el mecanismo de accién mediante el cual el extracto de E. caribaeum

produce el efecto antidiabético.
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Cuadro 1. Constantes fisicas, espectroscopicas y espectrométricas del 5-O-f-D-
galactosil-3°,4"-dihidroxi-7-metoxi-4-fenilcumarina (4).

p-f=
P.M. =
F.M. =

RMN-'H CH,0D,
300 MHz (Jen Hz )

RMN-C (75 MHz),
d en ppm

EM-FAB' m/z

5-0-B-D-galactosil-3°,4’-dihidroxi-7-metoxi-4-fenilcumarina (4)
228-231°C

462 uma

CHy0n

5.92 (s, H-3), 6.76 (d, J= 2.1, H-6), 6.64 (d, J = 2.1, H-8), 6.85
(d,J=2.9,H-2"),6.82 (d, J= 8.1, H-5"), 6.71(dd, J= 8.1, 2.1, H-
6'), 3.87 (s, 7-OCHj3), 4.75 (d, J = 7.8, H-1"), 3.14 (dd, J = 9.6,
H-2"), 3.43 (dd, J = 9.7, 3.6, H-3"), 3.79 (m, H-4"), 3.64 (m, H-
5",3.71 (m, H-6").

162.9 (C-2), 113.3 (C-3), 157.3 (C-4), 105.1 (C-4a), 158.0 (C-5),
99.9 (C-6), 164.9 (C-7), 96.6 (C-8), 158.0 (C-8a), 132.7 (C-1"),
115.8 (C-2), 145.4 (C-3"), 147.2 (C-4"), 117.1 (C-5'), 120.7 (C-
6), 102.3 (C-17), 72.0 (C-2"), 74.6 (C-3"), 70.1 (C-4"), 77.3 (C-
5"), 62.4 (C-6"), 56.5 (q, 7-OCH3).

463 [M +H]
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Cuadro 2. Constantes fisicas, espectroscépicas y espectrométricas del 5-0--p-
glucosil-3°,4 -dihidroxi-7-metoxi-4-fenilcumarina (8).

p-f.=
P.M.=
F.M. =

RMN-'H CH;0D, 300
MHz (J en Hz)

RMN-1C (75 MHz ),
8 en ppm

EM-FAB® m/z

5-0O-B-D-glucosil-3°,4"-dihidroxi-7-metoxi-4-fenilcumarina (8)
237-238°C
462 uma
CppHyOyy
5.85 (s, H-3), 6.72 (d, J = 2.5, H-6), 6.65 (d, J=2.5, H-8), 6.75
(d,J=3.0,H-2"), 6.81 (d, /=2.5, H-5"), 6.55 (d, /=80, 2.5, H-
6),4.72 (d, J=17.5, H-1'), 3.83 (7-OCH3), 2.66 (m, H-2"), 3.20
(m, H-3"), 3.29 (m, H-4"), 3.60 (m, H-5"),3.76 (dd, J=11.5,
2.0, H-6").
163.2 (C-2), 112.2 (C-3), 158.4 (C-4), 104.4 (C-4a), 157.4 (C-9),
98.3 (C-6), 163.4 (C-7), 100.4 (C-8), 158.1 (C-8a), 132.9 (C-1"),
115.7 (C-2'), 145.4 (C-3"), 147.1 (C-4"), 112.3 (C-5%), 115.7 (C-
6), 100.3 (C-1"), 74.0 (C-2"), 77.7 (C-3"), 70.8 (C4"), 78.1 (C-
5),62.3 (C-6"), 56.5 (7-OCH3),

463 [M +H]
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Cuadro 3. Constantes fisicas, espectroscépicas y espectrométricas del 5-0-3-D-
glucosil-7-3",4"-trihidroxi-4-fenilcumarina (15)

p.f.=
P. M.
F. M.

RMN-'H CH;0D,
300 MHz (Jen Hz )

1]

RMN-"C (75 MHz ),
d en ppm

EM-FAB"

5-O-B-D-glucosil-7-3",4 -trihidroxi-4-fenilcumarina (15)
250-252 °C
448 uma
C21H200y
5.90 (s, H-3), 6.76 (d, J= 2.1, H-6), 6.64 (d, J= 2.1, H-8), 6.82
d, J=29,H-2"),6.81 (d, J=1738, H-5"), 6.81(dd, J=8.1, 2.1,
H-6),4.90 (d, J=7.8,H-1"),2.72 (dd, J=19.0, 7.8, H-2"), 3.29
(m, H-3"), 3.33 (m, H-4"), 3.69 (dd, J=11.7, 2.2, H-5"), 3.85
(dd, J=11.7, 2.1, H-6").
163.2 (C-2), 112.1 (C-3), 158.3 (C-4), 104.4 (C-4a), 157.4 (C-5),
98.3 (C-6), 163.4 (C-7), 100.3 (C-8), 158.1 (C-8a), 132.9 (C-
1),115.7(C-2"), 145.4 (C-3'), 147.0 (C-4'), 112.1 (C-5'), 115.7
(C-6), 100.2 (C-1"), 74.5 (C-2"), 77.6 (C-3"), 70.8 (C-4"), 78.2
(C-5),62.3 (C-6").

449 [M +H]
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