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1. INTRODUCCION

Todos los pueblos del mundo han usado a las plantas medicinales para atender sus
problemas de salud y la gran mayoria de los paises desarrollados y en vias de desarrollo
siguen haciendo uso de ellas (INI, 1994). Desde sus origenes, la humanidad ha buscado
en las plantas una alternativa para tratar aquellos padecimientos que la aquejan, plantas
cuyas propiedades terapéuticas han sentado las bases de la medicina empirica, la que se
ha mantenido durante siglos sin que los conocimientos cientificos modernos hayan
podido prescindir de ellas (Mitscher et al., 2000; Guasch e Hinostroza, 2005).

Las plantas medicinales son consideradas como el recurso natural mas amplio y valioso
de la medicina indigena tradicional, las civilizaciones maya y mexica se destacaron por
una amplia y profunda sabiduria no sélo en relacion con el uso de los vegetales, sino
también por su manejo adecuado, eficiente y previsor de las mismas (Rzedowski, 1981,
Lozoya, 1993).

Durante el régimen colonial, solo merecen mencién el extenso trabajo realizado por
Fray Bernardino de Sahin (1529), franciscano de la Nueva Espafia, recopila datos sobre
el conocimiento de los indigenas acerca del valor de las plantas medicinales, en sus
obras conocidas como “El Codice Florentino” y su version en espafiol “La Historia

General de las cosas de la Nueva Espafia” (Diaz, 1976).

El Cddice Badiano (1552) que en realidad deberia ser nombrado el “Libellus de
medicinalibus indorum herbis”, es un libro original del médico indigena Martin de la
Cruz, recopila la informacion acerca de la descripcion de los métodos terapéuticos,
nombres nahuatls, descripcion de sus efectos y formas de aplicacion médica de un gran
namero de plantas (Diaz, 1976; INI, 1994). La version fue traducida al latin por Juan

Badiano y dedicada al hijo de Antonio de Mendoza, Virrey de la Nueva Espafa (Diaz,



1976). Actualmente este codice se encuentra en el repositorio de Cddices del Museo

Nacional de Antropologia e Historia (Arqueologia Mexicana, 2007).

Posteriormente, la expedicion que realizé Francisco Hernandez (1570-1577) a la Nueva
Esparia permitio explorar de manera sistematica la distribucion, efecto y utilidad de las
plantas medicinales segln su orientacion galénica, describiendo en su obra titulada
“Historia Natural de la Nueva Espafia” alrededor de 3076 plantas incluyendo sus usos
medicinales, dosificacion y preparacion (Diaz, 1976; Valdés y Flores, 1984; INI, 1994;

Romo, 1999).

Un caso de insolita tenacidad y perseverancia es indudablemente el de Maximino
Martinez, quien realiz6 grandes obras compilatorias, como el "Catalogo de nombres
cientificos y vulgares de plantas mexicanas" (1923) y "Las plantas medicinales de

México" (1928 y 1933) (Diaz, 1976; Rzedowski, 1981).

En lo que respecta al uso de plantas con fines curativos, México posee una rica tradicion
en el empleo de plantas medicinales entre sus variadas practicas curativas tradicionales
0 populares. Aproximadamente 62 diferentes grupos étnicos viven en México
actualmente, cada uno con su propia cultura, dialecto y repertorio de hierbas
medicinales (Martinez, 1989; INI 1994; Linares et al., 1994; Lozoya, 1994; Aguilar,
2001).

En México, se estima que existen alrededor de 30,000 especies de plantas y se calcula
gue la flora medicinal mexicana contiene entre 3,000 y 5,000 plantas con un potencial
terapéutico benéfico e increiblemente solo el 1% de estas plantas medicinales ha sido
estudiada a fondo considerando estas propiedades medicinales potenciales (INI, 1994).
De estas especies, se describe un grupo basico de 1000 plantas que han sido empleadas

en la medicina tradicional de México durante casi 400 afios para el tratamiento de



enfermedades comunes como infecciones respiratorias y de la piel, desordenes
gastrointestinales, hipertension, dolor, diabetes o para inducir el suefio o el parto
(Aguilar, 1994; Lozoya, 1994; Bye, 1995; Lozoya, 1999).

Actualmente existe mas informacion sobre los principios activos de las plantas, que en
ningdn otro momento de la historia, debido a que se ha alcanzado un alto grado de
desarrollo y perfeccionamiento, tanto en los procesos de obtencidn de los constituyentes
activos a partir de sus fuentes naturales, como en la biosintesis e identificacion de
dichos constituyentes (Mata, 2000).

En este contexto, tomando en cuenta que las enfermedades cardiovasculares se
encuentran entre las primeras causas de muerte en México (SSA, 2006), es necesario
llevar a cabo mayor investigacion sobre plantas con actividad hipotensora, a fin de
asegurar que la planta produzca el efecto terapéutico esperado, ademas de garantizar su
inocuidad.

Asi el uso de plantas para el tratamiento de enfermedades cardiovasculares en la
literatura herbolaria de México describe a las especies Chiranthodendron
penthadactylon, Talauma mexicana, Prunus serotina y Lepechinia caulescens como
agentes potenciales para el tratamiento de esta etiologia (INI, 1994; Aguirre-Crespo et
al., 2006).

Asi, en este marco de referencia se planted el presente proyecto de investigacion que

describe el estudio fitoquimico de las hojas de la especie Prunus serotina Ehrh.



2. ANTECEDENTES

2.1 INCIDENCIA DE ENFERMEDADES CARDIOVASCULARES EN MEXICO

La hipertension arterial sistémica (HAS) es una de las enfermedades cronicas de mayor
incidencia en México; alrededor de 26.6% de la poblacion entre 20 y 69 afios de edad la
padece, y alrededor del 60% de los individuos afectados desconoce su enfermedad. Esto
significa que en nuestro pais existen mas de trece millones de personas con este
padecimiento, de las cuales un poco mas de ocho millones no han sido diagnosticadas
(NOM-030-SSA2-1999).

La HAS es caracterizada por un incremento en la presion sanguinea y es el principal
factor de riesgo para desarrollar insuficiencia de tipo renal, cardiaca y/o endotelial,
diabetes mellitus (DM), sindrome metabdlico y ataques al corazon (Sardana y Madan,
2003; Aguirre-Crespo et al., 2006).

En Meéxico, la HAS es uno de los problemas mas importantes de salud publica
(INEGI/SSA/CONAPO, 2002), la mortalidad por esta complicacion muestra un
incremento sostenido en las Gltimas décadas. Asi pues, las enfermedades del corazén, la
enfermedad cerebro vascular y las nefropatias se encuentran entre las primeras causas
de muerte (SSA, 2006).

De acuerdo con la SSA, en 2004 se registraron en nuestro pais 101 mil 379 muertes
causadas por las enfermedades cronico degenerativas, de las cuales 62 mil 201
correspondieron a la diabetes mellitus, que ocupd la primer causa de muerte general en
México. Para las enfermedades cerebro-vasculares se registraron 26 mil 975
defunciones, la cual ocup6 la tercera posicion y por ultimo las enfermedades

hipertensivas ocuparon la novena posicion con 12 mil 203 defunciones (SSA, 2004).



En la figura 1 se ilustran las diferentes causas de muerte en México en el periodo 2002-

2006.
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Figura 1. Principales causas de muerte en México en el periodo 2002-2006 (SSA,

2006).

2.2 FISIOLOGIA DE LOS VASOS SANGUINEOS.

La pared vascular es un 6rgano activo, flexible e integrado por componentes celulares,
como células endoteliales, musculares lisas y fibroblastos, y componentes no celulares
como la matriz extracelular. En forma dinamica, estos componentes modifican su
forma, aumentan, disminuyen o se reorganizan, en respuesta a estimulos fisiologicos y
patolégicos, manteniendo asi la integridad del vaso en condiciones fisioldgicas o
participando en la alteracion vascular que aparece en enfermedades como la

hipertension y la arteroesclerosis. La matriz extra celular comprende cuatro grupos de



macromoléculas elastina, coladgeno, proteoglucanos y glucoproteinas estructurales
(fibronectina y laminina) (Risler et. al., 2002; Dvorkin y Cardinali, 2003).

Las paredes de arterias, vasos, vénulas y venas contienen musculo liso cuyo estado de
contraccion estad regulado por las hormonas circulantes y los mediadores liberados
localmente por terminaciones nerviosas simpaticas y células endoteliales (Rang et al.,
2004). Las arterias son tubos flexibles, elasticos y fuertes que resisten presiones muy
considerables; contiene gran cantidad de tejido elastico y se componen de tres capas
denominadas intima, media y adventicia (Figura 2) (Mulcahy et al., 1984; Dvorkin y
Cardinali, 2003).

La capa o tunica intima de las arterias es muy delgada y lisa, de manera que la sangre no
encuentra ningun impedimento para mantener un flujo laminar constante; esta
constituida por un estrato de células que tapiza la luz del vaso y tiene un revestimiento
externo de tejido conectivo denominado subendotelio. El subendotelio est4 formado por
una capa de tejido conectivo compuesto de abundante coladgeno y otros materiales
extracelulares como elastina, fibronectina, glicosaminoglucanos, tropoespandina y
factor de von Willebrand (Garcia y Hurle, 2005).

La tanica media es fibromuscular y esta constituida principalmente por fibras elasticas y
fibras musculares lisas; esta capa proporciona a la arteria su fuerza y la capacidad de
cambiar la presién o la distribucion del flujo mediante su contraccion o relajamiento
(Mulcahy et al., 1984; Garcia y Hurlé, 2005). Su principal componente es la elastina,
que proporciona al vaso la elasticidad necesaria para adaptarse a los cambios de presién
originados por el flujo pulsatil del corazén, ademas tiene una capacidad amortiguadora
que permite mantener un flujo sanguineo continuo (Navarro-Cid et al., 1999). La capa
media esta separada de la intima por la ldmina el&stica interna y de la adventicia por la

lamina elastica externa (Garcia y Hurlé, 2005).



La adventicia es la capa mas externa que conduce terminaciones nerviosas a la capa
media y esta constituida por fibroblastos incluidos en una matriz extracelular de grandes
haces de fibras de colageno y una red laxa fibra elastica (Mulcahy et al., 1984; Navarro-

Cid et al., 1999; Ganong, 2006).

Tlnica

a adventicia

Figura 2 Capas que conforman venas y arterias.

2.3 ENDOTELIO VASCULAR.

El endotelio vascular es una capa Unica de células que recubre el interior de los vasos
sanguineos, es un organo ampliamente distribuido, tiene un peso aproximado de 1.5 kg
y una superficie de 400 m? (Dvorkin y Cardinali, 2003; Verdejo, 2006).

El endotelio es considerado como un érgano vital endocrino y paracrino, que esta
profundamente involucrado en mdaltiples funciones, sintetizando, metabolizando vy
liberando un nimero de substancias bioldgicamente activas (Bassenge, 1996; Cingolani

y Houssay, 2000; Rang et al., 2004; Rojas y Morales, 2004; Verdejo, 2006).

El endotelio es la fuente de numerosos mediadores quimicos (Cuadro 1) que controlan

activamente la contraccion del muasculo liso subyacente e influye en la funcion de las



células mono nucleares, ademas de la accion antiagregante plaquetaria relacionada con
el efecto del éxido nitrico (NO), produce prostaciclinas, y tiene una accion fibrinolitica
relacionada con la sintesis y secrecion del activador del plasmindgeno tisular (Cingolani
y Houssay, 2000; Rang et al., 2004; Xie et al., 2006).

El endotelio intacto es una de las condiciones mas importantes para evitar la trombosis
arterial, ateroesclerosis y la vasoconstriccion que se presentan en los sindromes
isquémicos agudos. Los factores de riesgo tradicionales de la enfermedad coronaria, que
incluyen a los lipidos aumentados, el consumo de tabaco, la HAS, la DM vy la edad
contribuyen a la presencia de disfuncion endotelial. Por lo que es posible que la mayoria
de las enfermedades cardiovasculares refleje una disfuncion endotelial (Dvorkin y
Cardinali, 2003; Verdejo, 2006).

El endotelio normal detecta cambios en distintos factores hemodinamicos (i.e. presion y
fuerzas de rozamiento) y hormonales (i.e. sustancias vasoactivas, asi como; mediadores
gue se producen en las células sanguineas y plaquetas), sintetiza y libera sustancias
bioldgicamente activas que mantienen la homeostasis vascular (Rang et al., 2004;

Verdejo, 2006).



Cuadro 1 Sustancias producidas por el endotelio.

Sustancias

vasoactivas

Moduladores o

mediadores del

crecimiento

Reguladores de la

homeostasis

Moduladores o
mediadores de la

respuesta inflamatoria

Vasodilatadores

NO
EDHF
PGI,
Bradicinina, acetil colina,
serotonina, histamina,
sustancia P, péptido
natriurético tipo C

Vasoconstrictores

Endotelina
Angiotensina Il
Tromboxano A,,
endoperdxidos,

Prostaglandina H,,

Superéxido

Promotores de crecimiento
Factor de crecimiento
derivado de plaquetas

(PDGF)

Factor de crecimiento
derivado de fibroblastos
(TGFB)
Endotelina 1 (ET-1)
Inhibidores del crecimiento
Heparansulfatos

Factor de transformacion f3
(TGF-B)

NO, PGl,,

Heparansulfatos
Trombomodulina

Activador tisular de
plasmindgeno (t-PA)

Inhibidor del activador del
plasmindgeno tipo 1 (PAI-I)

NO, PGly,

NO
Moléculas de adhesién
Selectinas

Molécula de adhesion
intramolecular (ICAM)

Molécula de adhesion de la
célula vascular(VCAM)

Antigenos
Complejo Principal de

Histocompatibilidad Il
(MHC-11)

Adaptado de Cingolani y Houssay, 2000.

Por medio de sus productos de secrecion, el endotelio vascular participa en la regulacion
del tono y permeabilidad vascular; en la regulacion del crecimiento celular vascular; en
la contraccion y relajacion del musculo liso; en la homeostasis y en la trombosis
mediante sus funciones antiplaquetarias, anticoagulantes y microfibrillas; en respuestas
proliferativas celulares y en mecanismos de defensa como la inflamacion a través de la
expresion de moléculas quimiotacticas y de adhesién (Rang et al., 2004; Verdejo,
2006).

La funcién méas conocida es el mantenimiento de un tono vascular a través de una
dilatacion en la proporcion exacta para conservar la presion arterial en valores normales
y permitir la perfusion tisular (Dvorkin y Cardinali, 2003; Cingolani y Houssay, 2000;

Verdejo, 2006). Esta funcién vasodilatadora la ejerce por medio de la sintesis y



secrecion de un factor de relajacion que ha sido identificado como 6xido nitrico (NO)
(Bonaventura et al., 2006).

El endotelio también secreta varios péptidos vasoactivos, incluyendo el vasodilatador
péptido nutriurético C, adrenomedulina y endotelina (ET) y sintetiza compuestos
vasoconstrictores como endotelina 1 (ET-1), tromboxano A, (TxA>), prostaglandina Fy,
(PGF2,) y anién superéxido (O, %) (Cuadro 2). De ahi su importancia actual en la
patogenia de la ateroesclerosis, la hipertension arterial y los trastornos hemodinamicos

de la sepsis (Cingolani y Houssay, 2000).

2.4 SUSTANCIAS VASODILATADORAS DERIVADAS DEL ENDOTELIO.

Las células endoteliales producen al menos tres sustancias que producen relajacion del
mausculo liso vascular, el 6xido nitrico, también conocido como factor relajante derivado
del endotelio (EDRF), el factor hiperpolarizante derivado del endotelio (EDHF) y la
prostaciclina (Cingolani y Houssay, 2000; Kyoung et al., 2006).

De estas substancias se destaca el NO, ya que juega un papel fisioldgico critico en el
mantenimiento de la homeostasis de los vasos sanguineos, incluyendo la regulacion del
tono vascular, inhibicion de la agregacion de plaquetas, mantenimiento del balance
entre los procesos de trombosis y fibrinolisis; y regulacion en el reclutamiento de
células inflamatorias dentro de la pared vascular, en la trombogenesis, ademas de
regular la adhesion de leucocitos y proliferacion de las células vasculares del mdsculo
liso (Dvorkin y Cardinali, 2003; Rossini et al., 2003; Yi-Ching et al., 2005; Xie et al.,

2006; Bonaventura et al., 2006; Kyoung et al., 2006; Yoffe et al., 2007).



2.4.1 OXIDO NITRICO.

El NO es sintetizado en las células endoteliales y se genera a partir de la conversion del
animoacido L-arginina, por la enzima sintasa de NO endotelial (NOSe) (Figura 3) y se
difunde hacia las células del musculo liso, en donde produce guanidin monofosfato
ciclico (GMPc) por la activacion de la guanilato ciclasa soluble (GCs) y/o por
hiperpolarizacién de la membrana produciendo un incremento de concentraciones de
GMPc, éste a su vez; activa la proteina cinasa (dependiente del GMPc), que disminuye
las concentraciones de Ca** citosélico, causando la relajacion del musculo liso y
disminuyendo el tono vascular (Moncada et al., 1991; Cingolani y Houssay, 2000;
Dvorkin y Cardinali, 2003; Yi-Ching et al., 2005; Aguirre-Crespo et al., 2006;
Bonaventura et al., 2006; Ganong, 2006; Xie, et al., 2006; Verdejo, 2006).

El NO formado disminuye la actividad de la enzima por un mecanismo de
retroalimentacién negativa, de modo que se convierte en un modulador de su propia
sintesis. EI aumento en la liberacion del NO es resultado de la activacion de la NOSe
debido al aumento de la concentracién de Ca?* citosélico y tiene como consecuencia
fisiolégica la regulacién rapida del diametro vascular (Cingolani y Houssay, 2000). El
principal factor fisico responsable de la liberacion del NO por las células endoteliales
son las fuerzas de corte sobre la membrana celular o la presién ejercida por la sangre
sobre el endotelio vascular (Navarro-Cid et al., 1999; Ganong, 2006).

El NO puede existir en una variedad de formas, como radical libre (NO’), como el ion
nitroxi (NOI), nitrosonio (NO") y/o peroxinitrito (ONOQ"), la forma que predomina
depende de la fuente de NO. EI NO es un radical libre que rapidamente reacciona con
otras moléculas que contienen electrones no apareados, y puede reaccionar

fundamentalmente



con otros radicales libres y con metales de transicion, esta alta reactividad explica su
corto tiempo de vida, in vitro su tiempo de vida es de algunos segundos e in vivo es de
apenas 0.1 segundos (Barbato y Tzeng, 2004; Bonaventura et al., 2006; Yoffe et al.,
2007).

El NO es sintetizado por una familia de enzimas llamadas sintasas del NO (NOS) y se
han identificado tres isoformas de NOS en humanos y otros organismos, que son la
NOS-neuronal (NOSn, también conocida como NOS tipo 1), la NOS-inducible (NOS;;
NOS tipo Il) y la NOS-endotelial (NOSe; NOS tipo I1l); estas enzimas juegan un papel
esencial en todos los sistemas del organismo incluyendo el sistema nervioso, inmune,
gastrointestinal y cardiovascular (Hare, 2003; Ishide et al., 2003; Barbato y Tzeng,

2004; Ally et al., 2006).
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Figura 3. Efectos del oxido nitrico sobre el musculo liso vascular.



La NOS-I y la NOS-III son activadas por calcio y calmodulina, mientras la NOS-II es
independiente de calcio (Hare, 2003).

Las enzimas NOS son expresadas por una variedad de células, por ejemplo; la NOSe ha
sido identificada en células endoteliales y del mdsculo liso, miocitos cardiacos, células
de hueso y neuronas. La NOSn ha sido encontrada en neuronas, musculo esquelético,
pancreas e higado. La enzima NOSi puede ser expresada en algun tipo de células bajo la
estimulacion de citocina, pero es también constitutivamente expresada en algunos
tejidos como la pared del intestino (Barbato y Tzeng, 2004; Ally et al., 2006).

La disfuncion del endotelio vascular resulta de la reduccién de la biodisponibilidad del
NO debido a la disminucion de su formacién o al incremento de su degradacion.
(Verdejo, 2006).

Muchas patologias vasculares estan caracterizadas por el exceso en la generacion de
especies de oxigeno reactivo, incluyendo el anion superoxido el ion peroxinitrito y la
oxidacion de lipoproteinas de baja densidad (LDL), que inactivan el NO.

Estos defectos en la produccion de NO contribuyen a la patogénesis de la hipertension

la trombosis vascular, la ateroesclerosis, la aterogénesis, la restenosis y la lesion

prostangio plastica (Rossini et al., 2003; Barbato y Tzeng, 2004; Yi-Ching et al., 2005;

Hoffman, 2006; Kyoung et al., 2006; Verdejo, 2006).

2.4.2 FACTOR HIPERPOLARIZANTE DERIVADO DEL ENDOTELIO

El EDHF se encarga de hiperpolarizar el musculo liso vascular mediante la activacion
de los canales de K" sensibles al ATP o Na'-K* ATPasa, provocando su relajacion. La

entidad quimica del EDHF no esta definida con exactitud, se sugiere que puede ser un



metabolito del &cido araquidonico (Cingolani, 2000, Dvorkin y Cardinali, 2003; Rang et
al., 2004).

El &cido araquidonico proviene de la hidrolisis de fosfolipidos de la membrana
catalizada por la enzima fosfolipasa A,. La actividad de esta enzima se eleva cuando se
incrementa la concentracion de Ca?* citosélico ([Ca®*]i.). Por lo tanto, todo estimulo
que aumente la [Ca*]i en la célula endotelial, estimula la liberacién del EDHF y del NO
(Rang et al., 2004). EI EDHF abre canales de calcio en la célula del musculo liso,
provocando una hiperpolarizacion. Esta hiperpolarizacion cierra los canales de calcio
tipo L y disminuye la entrada de Ca®* a la célula, por lo tanto; la disminucién en la

[Ca?*]i provocando la relajacion del musculo (Rang et al., 2004).

2.4.3 ENDOTELINA

Las células endoteliales también producen ET-1 que es el vasoconstrictor mas potente
aislado hasta la fecha. La ET-1, ET-2 y la ET-3 constituyen los miembros de una
familia de polipéptidos similares de 21 aminoacidos produciendo accion bioldgica con
efectos cardiacos; estimulando una vasoconstriccion intensa de las arterias coronarias.
Los estimulos para la produccion de ET-1 son la trombina, la angiotensina Il, la
adrenalina, la vasopresina, el TGFB y la IL-1. La ET-1 es un regulador paracrino local
del tono vascular, estimula el crecimiento y proliferacion de diversos tipos de células,
incluyendo células endoteliales vasculares, musculares lisas, fibroblastos, células gliales
y células mesangliales. La ET-1 puede estimular la proliferacién del mdsculo liso de
forma indirecta, facilitando la produccion local de otro potente mitégeno, la
angiotensina Il (Navarro-Cid et al., 1999; Liu, 2005; Ganong, 2006; Guyton, 2006);

2.4.4 PROSTACICLINA



La prostaglandina I, (PGI,) también llamada prostaciclina, se sintetiza a partir del acido
araquidonico por la ciclo oxigenasa en el musculo liso vascular, por medio de una
cadena de reacciones enzimaticas. La sintesis y liberacion de PGI, se lleva acabo en
respuesta a estimulos fisiolégicos que elevan la concentracién de Ca?* citosélico (Kalant
y Rouchlau, 2002; Ganong, 2006).

El aumento del Ca** citosélico en la célula endotelial es la sefial intracelular que
controla la produccion y liberacion de los vasodilatadores endoteliales (Cingolani y
Houssay; 2000).

Ademas de producir relajacion muscular, inhibe la proliferacion de las células del
musculo liso vascular; la migracion de monocitos; inhibe la adherencia y la agregacion
plaquetaria y por todo esto; puede proteger a los vasos sanguineos del desarrollo de

ateromas y trombosis (Rang et al., 2004; Ganong, 2006).

2.45 MUSCULO LISO

Las células del musculo liso de los vasos son ramificadas y establecen un contacto
eléctrico y metabdlico extenso con células adyacentes por medio de comunicaciones
intracelulares. Las células musculares lisas se encuentran en la pared de todos los vasos
sanguineos a excepcion de los capilares, su disposicién es circular formando varias
capas alrededor de la circunferencia del vaso. EI musculo liso contiene filamentos de
actina y de miosina, de caracteristicas similares a las del musculo estriado (Christ y
Brink, 2000; Kalant y Rouchlau, 2002).

La membrana plasmatica tiene inervaciones superficiales (claveolas), éstas aumentan
considerablemente la superficie de las células musculares lisas. EI RS del musculo liso

es el mayor depésito intracelular de Ca®* y desempefia una funcién de igual magnitud



con respecto a los movimientos de Ca®* que se relacionan con la contraccién y la
relajacion (Kalant y Rouchlau, 2002).

La contraccion de masculo liso es involuntaria y su actividad esta regulada por nervios
autonomos y por diversos tipos de sefiales hormonales encargados de integrar las
funciones de los drganos. EI masculo liso de las paredes de los vasos sanguineos, de
vias respiratorias y de los esfinteres, suele ser tonico y siempre tienen un grado de
contraccion, ésta fuerza mantenida se denomina tono (Berne y Levy, 2001).

El masculo liso es de gran importancia en muchas enfermedades entre ellas el asma, la

hipertensién y la aterosclerosis. (Berne y Levy, 2001).

2.4.6 CONTRACCION DEPENDIENTE DEL ENDOTELIO

Los factores de contracciébn mas importantes son las endotelinas, la angiotensina Il
producida localmente, la PGH,, el Tx, y un factor de contraccion (EDCF) que se
produce en respuesta a la hipoxia (Kalant y Rouchlau, 2002).

El musculo liso se contrae cuando la [Ca?*]i aumenta, este aumento puede ser causado
por estimulacion nerviosa de la fibra lisa, por estimulaciéon hormonal, por distension de
la fibra, o incluso por cambios en el ambiente quimico de la fibra, la relacion entre la
[Ca?*]i vy la contraccién es menos intensa que en el masculo estriado o cardiaco. Los
vasodilatadores o vasoconstrictores actian aumentando o disminuyendo la [Ca*']i y/o
alterando la sensibilidad del sistema contréctil a la [Ca?*]i (Ganong, 2006; Guyton, 2006
).

El proceso contractil es activado por iones calcio y la energia para la contraccion es
suministrada por la degradacion del trifosfato de adenosina (ATP) o el difosfato de
adenosina (ADP). El Ca*" se une a la calmodulina y el complejo resultante Ca?*-CaM

activa a la cinasa de la miosina de cadena ligera dependiente de calmodulina,



produciendo la fosforilacion de la cadena ligera de la miosina y promoviendo la
interaccion entre miosina Il y actina formando un puente transversal, produciendo la
contraccion. Los puentes cruzados de miosina permanecen unidos a la actina durante
cierto tiempo, después del descenso de [Ca?*] citoplasmético, se produce la contraccion
sostenida con poco gasto energético (Watterson et al., 2005; Ganong, 2006; Guyton,
2006).

La contraccién también puede llevarse acabo mediante la sensibilizacion de los
miofilamentos al Ca®* por inhibicién de la miosinfosfatasa, lo que facilita la interaccion
entre la miosina y la actina, y por lo tanto el inicio de la contraccion. La relajacion
normalmente se inicia con una disminucién de la [Ca*]i, que conduce a la
desfosforilacion de la cadena ligera de la miosina mediante la miosina fosfatasa
(Cingolani y Houssay; 2000).

Muchos de los vasodilatadores acttan por medio del AMPc o GMPc, que activan
proteinas cinasas (PKA y PKG, respectivamente). La PKA funciona mediante la
fosforilacion y por lo tanto, inactivando la cinasa de la miosina de cadena ligera y
aumentando el flujo de Ca**. EI GMPc relaja el masculo liso vascular mediante la

activacion de la PKG y el secuestro del Ca** intracelular (Ganong, 2008).



2.5 ANTECEDENTES BOTANICOS Y ETNOBOTANICOS DE LA ESPECIE

Prunus serotina.

2.5.1 DESCRIPCION, NOMBRES COMUNES Y DISTRIBUCION

GEOGRAFICA DE LA ESPECIE Prunus serotina.

Capulin (Prunus serotina Ehrh.) es el nombre comuan con el que se conoce al arbol y al
fruto que crece en las serranias mexicanas y en otras regiones del continente americano.
El capulin corresponde a una especie polimérfica compuesta por un gran numero de
variedades y subespecies (Ordaz-Galindo et al., 1999).

Prunus serotina Ehrh. sp. capuli, es un arbol que mide de 10 a 15 m de altura, de
corteza rojiza o café, hojas lanceoladas y aserradas, sus flores son blancas y se agrupan
en racimos (Figura 4). Su fruto es globuloso de color rojo o negro, de 1.5 cm de
diametro, con semilla y que fructifica entre los meses de mayo y agosto (INI, 1994;

Laray Marquez, 1996).

Los nombres comunes con los cuales se conoce son: Capoli (Méx), Capolin (Méx y
Pue), Capulin, Capulin blanco, Ceraso (BCS), Cereso (Mich), Cerezo (Chis), Chencua y
chengua (purépecha), Cusabi (tarahumara), Detsé y ghoto (otomi), Jeco y guasiqui
(quarigio), Pa ksmuk (mixe), Pate y chimal-ma-u (chontal), Sacatén (Jal), T-mundaya

(mixteco), Tunday (zapoteco), Tzu uri (cora) y Usabi (tarahumara).



Figura 4. Prunus serotina Ehrh sp. capuli (Hojas).

P. serotina se encuentra distribuida en toda la Republica Mexicana, en los estados de
Baja California Sur, Coahuila, Colima, Chiapas, Chihuahua, Distrito Federal, Durango,
Estado de Meéxico, Guanajuato, Guerrero, Hidalgo, Jalisco, Michoacan, Morelos,
Nayarit, Nuevo Ledn, Oaxaca, Puebla, Querétaro, Sonora, Tamaulipas, Tlaxcala,

Veracruz y Zacatecas (Lara 'y Marquez, 1996).

2.5.2 USOS|

La corteza y el fruto de la especie P. serotina han sido utilizados desde tiempos
prehispanicos como alimento y remedio medicinal (Ordaz-Galindo et al., 1999).

En Morelos, Hidalgo, Aguascalientes y Estado de México se prepara un jarabe con el
fruto que se toma por cucharadas y el cocimiento de las hojas se ingiere cada ocho horas

para tratar la tos (INI, 1994). En el Distrito Federal a partir de las hojas se prepara una



infusion, utilizada para el tratamiento de la diarrea y el cocimiento de la raiz, la corteza
y las hojas en combinacion con miel de abeja es util para el tratamiento de dolor
abdominal. Las ramas se utilizan como agente fortificante para hojearse en el temazcal
(INI, 1994).

En Sonora se describe el uso de las hojas y la corteza para tratar la diarrea, el catarro, las
nubes en los ojos y las fiebres periddicas. EI cocimiento de su corteza puesta al sol, se
usa para tratar las “cdmaras” de sangre. Finalmente el cocimiento del fruto es utilizado
para tratar el “mal de orin” y las hojas se utilizan como agente antiespasmaédico (INI,
1994).

En el siglo XVI, Martin de la Cruz lo sefiala como util para el tratamiento de dermatosis
y dispepsia y como agente antipruriginoso. Francisco Hernandez lo sefiala como
sedante, tonico, “el cocimiento de la corteza cura los disentéricos, el polvo de la misma
disuelve las nubes, aclara la vista, alivia las inflamaciones de los ojos y suaviza la
lengua reseca por exceso de calor”. A fines del siglo XIX, la sociedad Mexicana de
Historia Natural lo indica como antipalidico (INI, 1994). Para el siglo XX Alfonso
Herrera comenta: “es sedativo y narcético”. Maximino Martinez describe a la especie
como agente antidiarreico, antiespasmadico, antipaltdico y para tratar la disenteria, la
neumonia y las enfermedades del sistema respiratorio (Martinez, 1989). Finalmente la
Sociedad Farmacéutica de México lo cita como antidiarreico, antipaldico, astringente,
para tratar gastritis atonica, sedante cardiaco, sedante de la circulacion y sedante en

catarros bronquiales, laringeos y tonicos (INI, 1994).



2.5.3 ANTECEDENTES QUIMICOS DE Prunus serotina.

Los estudios quimicos realizados sobre la especie P. serotina han permitido el
aislamiento y la identificacion de metabolitos pertenecientes a las categorias de los
flavonoides, glicésidos cianogénicos, compuestos fendlicos simples y terpenoides
indicados en el Cuadro 2 (Horsley y Meinwald, 1981; Santamour et al., 1998; Ordaz et
al, 1999; Shengmin et al., 2002; Olszewska et al., 2005).

Las hojas contienen aceite esencial, grasa solida, resina acida de funciones glucosidicas,
amigdalina, un alcaloide de constitucion desconocida, acido tanico, glucosa, principios
pépticos, colorantes, clorofila y sales minerales, siendo los elementos mas importantes
la amigdalina y el alcaloide, se han detectado los triterpenos urs-12-en-28-al-3-beta-ol,
los compuestos aromaticos p-D-glucopiranosil benzoato y prunasina (INI, 1994).
Mientras que la corteza, contiene almidon, resinas, taninos, acido galico, materia grasa

lefiosa, materia colorante roja, cal, hierro y potasa (Martinez, 1989).



CUADRO 2 Metabolitos secundarios obtenidos de la especie Prunus serotina

Estructura

Nombre

Referencia

Flavonoides

3-O-B-D-gluco-pirantsido de

camferol (astragalina) (1)

Olszewska et al., 2005

3-0O-a-L-arabino-furandsido de
camferol (juglanina)

)

Olszewska et al., 2005

3-0O-B-D-galactdsido de
quercetina (hiperina)

©)

Olszewska et al., 2005

3-0-(2""-O-a-L-ramnopiranosil)-
B-D-glucopiranésido de
quercetina (neohesperdsido)

(4)

Olszewska et al., 2005




CUADRO 2. Metabolitos secundarios obtenidos de la especie P. serotina
(continuacidn).
Estructura Nombre Referencia
Flavonoides

3-O-a-L-arabinopiranésido de
quercetina (guaijaverina)

®)

Olszewska et al., 2005

3-O-B-glucopirandsido de

quercetina (isoquercetrina) (6)

Olszewska et al., 2005

OH

3-0-a-L-arabino furanésido de

quercetina (avicularina) (7)

Olszewska et al., 2005

OH
OH
oo L]
O | 3-0-(2""-a-L ramnopiranosil)-p-
o
OH O CH,OH D-galactopirandsido de
on ° quercetina (8)
OH CH,OH
0
OH
OH

Olszewska et al., 2005




CUADRO 2. Metabolitos secundarios obtenidos de la especie P. serotina

(continuacion).

Estructura Nombre Referencia
Flavonoides
OH o) CH,
CHs on °

OH OH OH

3-O-rutindsido de quercetina
(rutina) Olszewska et al., 2005

©)

3-O-a-arabinofurandésido de
Olszewska et al., 2005
isoramnetina (10)

3-O-B-D-xilopirandsido de

isoramnetina (11)
Olszewska et al, 2005

3-O-glucosido de cianidina (12) Ordaz et al, 1999




CUADRO 2. Metabolitos secundarios obtenidos de la especie P. serotina

(continuacion).

Estructura Nombre Referencia

Flavonoides

3-O-rutinésido de cianidina
Ordaz et al., 1999
(13)

Glucosidos Cianogénicos

prunasina (14) Santamour et al., 1998

amigdalina (15)

vo ~ % Santamour et al., 1998

aldehido ursolico (16) Biessels et al., 1974




CUADRO 2. Metabolitos secundarios obtenidos de

(continuacion).

la especie P. serotina

Estructura

Nombre

Referencia

Triterpenoides

20,3a-dihidroxi-urs-12-en

28-ato de metilo (17)

Biessels et al., 1974

acido ursélico (18)

Biessels et al., 1974
Hass et al., 1999
Shengmin et al., 2002

Compuestos aromaticos simples

CH,OH

)
)
)
()
OH
OH

[B-D-glucopiranosil 1-
benzoato] (glucosa-1-

benzoato) (19)

Horsley y Meinwald,

1981




3.

OBJETIVOS

El objetivo general de este proyecto de investigacion es realizar el estudio quimico y

bioldgico del extracto hexanico y de la infusion obtenidos de las hojas de la especie

Prunus serotina.

Los objetivos particulares son:

>

Preparar la infusion y el extracto hexanico a partir de hojas secas de capulin
mediante el empleo de un método de infusién y maceracion respectivamente.
Realizar el fraccionamiento preliminar de la infusion mediante la aplicacion de
un proceso de particion y técnicas cromatogréaficas convencionales.

Preparar el aceite esencial de las hojas de capulin mediante un proceso de
hidrodestilacion.

Realizar el fraccionamiento del extracto hexéanico utilizando técnicas
cromatograficas convencionales.

Realizar la separacion de los principios activos de interés mediante la aplicacion
de técnicas cromatogréaficas convencionales.

Caracterizar los compuestos aislados mediante métodos espectroscéopicos y
espectrométricos.

Realizar la evaluacion del efecto relajante de la musculatura lisa de los extractos
y los compuestos puros, obtenidos a partir de la especie Prunus serotina

utilizando el modelo de contraccién espontanea en aorta aislada de rata.



4. PARTE EXPERIMENTAL.

4.1 Procedimientos generales.
4.1.1 Analisis cromatograficos.

La cromatografia analitica en capa delgada se realizo en placas de aluminio de
diferentes dimensiones recubiertas con gel de silice (60 F,s4 Merck, malla 3.5-7.0
ASTM) de 0.25 mm de espesor. Los compuestos se visualizaron con una lampara de luz
UV con una longitud de onda corta (254 nm) y otra larga (365 nm), mediante la
aplicacion de un agente cromdgeno apropiado (Cuadro 3). Para favorecer la reaccion
de los constituyentes con el agente revelador fue necesario calentar las placas en una
parrilla hasta la visualizacion de los compuestos.

La cromatografia en columna abierta se realizd sobre gel de silice Kiesegel 60 Merck
(tamafo de particula 0.063-0.200 mm, 70-230 mesh ASTM) o Sephadex LH-20 (Fluka
Chemie GmbH).

Cuadro 3. Agentes cromégenos utilizados para los analisis cromatograficos en capa

delgada.
Agente revelador Composicion Referencia

Sulfato cérico amoniacal 12.0 g de sulfato cérico.
22.0 mL de 4cido sulfurico | Gaedcke et al., 2003
concentrado.
350.0 g de hielo picado

Vainillina sulfurica 3.0 g de vainillina
0.5 mL de H,SO, conc. Gaedcke et al.2003
100.0 mL de etanol




4.1.2 Equipos utilizados para la determinacion de las constantes fisicas,
espectroscopicas y espectrométricas.

Se realizaron en la Unidad de Servicios de Apoyo a la Investigacion (USAI), Facultad
de Quimica, UNAM. Los espectros en el IR se obtuvieron con un espectrofotdmetro
FTIR de rejilla modelo 1605 marca Perkin-Elmer, en pastilla de bromuro de potasio.
Los espectros en el UV se determinaron en un espectrofotometro UV-Vis Lamda 2
utilizando metanol como disolvente. Los espectros de resonancia magnética nuclear
protonica (RMN-"H) y de carbono 13 (RMN "C) se generaron en un equipo de 300
MHz en DMSO-ds, MeOH-ds, CDCl; o piridina-ds, los desplazamientos quimicos se
reportan en partes por millon (ppm) utilizando como referencia al tetrametilsilano
(TMS). Los espectros de masas por impacto electronico (70 eV) se obtuvieron en un
equipo Jeol IMS-SX 102A Hewlett- Packard 5890 serie II acoplado a un cromatdgrafo
de gases, se utilizo la técnica de introduccion directa en la modalidad de bombardeo de
dtomos rapidos (EM-FAB"), usando alcohol nitrobencilico como matriz. Los
cromatogramas del aceite esencial se obtuvieron en un cromatégrafo de gases acoplado
a un espectrometro de masas (CG-EM-TOF) LECO Pegasus 4D; se utilizo una columna
capilar de 10 m de largo, diametro interno 180 um y espesor de pelicula de 0.18 um
marca HP-5MS, como gas acarreador se empleo helio de alta pureza. Los puntos de
fusion se determinaron en un aparato Fisher-Johns y se reportan sin corregir. La
rotacion Optica se registrd6 en un polarimetro Perkin Elmer 241 utilizando como

disolvente metanol o cloroformo.



4.1.3 Material vegetal.

El material vegetal, hojas del arbol del capulin utilizado en este proyecto se recolectd en
San Juan del Rio, Querétaro. Se depositaron muestras de cada una de las especies en el
herbario de Querétaro (QMEX). En esta etapa se contd con la participacion de los
Doctores Luis Hernandez, Mahinda Martinez y Marisela Gomez, investigadores de la

Facultad de Ciencias Naturales de la Universidad Autonoma de Querétaro.

4.2 Ensayos Biologicos.

4.2.1 Evaluacion de la actividad relajante en musculo liso de aorta aislada de rata.

Para la evaluacion de la actividad relajante en musculo liso de aorta se emplearon ratas
de la cepa Wistar (ambos sexos, 250-300 g), las cuales fueron anestesiadas con una
sobredosis de pentobarbital y sacrificadas por decapitacion. Se removio la aorta toraxica
y se colocd en una solucion fria de Krebs-Heinseleit (pH 7.4; 126.8 mM NaCl, 5.9 mM
KCl, 2.5 mM CaCl,, 1.2 mM MgCl,, 30 mM NaHCOs, 1.2 mM NaH,PO4, SmM D-
glucosa). Se elimino el tejido adiposo y conectivo de la aorta y se cortaron anillos de 4-
5 mm (Feelisch et al., 1999; Fostermann et al., 1994). En algunos casos el endotelio se
removié mecanicamente (Galle et al., 1999; Ibarra-Alvarado et al., 2002). Los anillos
de aorta se montaron en camaras de incubacion de 7 mL con solucion de Krebs-
Heinseleit a 37 °C, la cual se burbujed constantemente con una mezcla de gas carboégeno
(95% O,/ 5% COy).

Las contracciones mecanicas se registraron isométricamente por medio de transductores
de fuerza Grass modelo FTO3 acoplados a un poligrafo Grass de 6 canales modelo 7-

8P.



El tejido se sometié a una tension de reposo (basal) de 1.5 g y se dejo estabilizar por
alrededor de 90 min. Una vez que el tejido alcanzo el equilibrio, los segmentos se pre-
contrajeron con KCI (100 mM) durante 15 minutos para estimular el mtsculo arterial. A
continuacion, se elimind el KCI lavando 8 veces cada una de las camaras. La aorta se
dej6 reposar hasta alcanzar nuevamente su tension basal de 1.5 g. Una vez estabilizado
el tejido, los segmentos de aorta se contrajeron con una solucion de fenilefrina (1 uM).

Los compuestos (18), (20) y (21) obtenidos de la especie Prunus serotina se evaluaron
en un rango de concentraciones de 1 pg/mL a 1000 pg/mL. Las diferentes
concentraciones de los compuestos puros se disolvieron en agua tridestilada y se
adicionaron en las camaras de tejido aislado 20 minutos después de haber inducido la
contraccion de la aorta con la solucion de fenilefrina. La respuesta inducida por cada
una de las concentraciones de los compuestos puros en la aorta se registro durante un
periodo de 10 min. Los cambios en la tension producidos por los compuestos (18), (20)
y (21) se detectaron mediante transductores de fuerza (FTO3 Grass), acoplados a un
poligrafo Grass. La informacién obtenida fue procesada por el programa PolyView
(Grass). Las respuestas se expresaron como el porcentaje de la contraccion alcanzada al

adicionar la solucion de fenilefrina (Feelisch et al., 1999).



4.3 Estudio fitoquimico de Prunus serotina.

4.3.1 Preparacion y fraccionamiento de la infusion obtenida de las hojas de Prunus
serotina.

Para la preparacion de la infusion se utilizaron 500 g de hojas de capulin molido, las
cuales fueron extraidas con un 1 L de agua a ebulliciéon por un periodo de veinte
minutos. El extracto se sometio a un fraccionamiento primario mediante un proceso de
particion utilizando como disolventes hexano, CH,Cl, y AcOEt. Este procedimiento se

resume en el Esquema 1.

Hojas de
Prunus serotina
(500g)

Agua a ebullicion
20 min

INFUSION

Particion con hexano, AcOEt y CH,Cl,

Fraccion hexanica Fraccion CHxCl, Fraccion AcOEt
I-FH I-FD I-FAc
Columna Sephadex LH-
20
(2.5x40 cm)
FAc-1 FAc-2 FAc-3 FAc-4 FAc-5

Esquema 1. Fraccionamiento preliminar de la infusion de las hojas de Prunus serotina.

Las fracciones FH, FD y FAc obtenidas en este fraccionamiento se concentraron al

vacio obteniendo residuos con las caracteristicas que se describen en el Cuadro 4.



Cuadro 4 Descripcion de las fracciones obtenidas del fraccionamiento primario de la

infusion de las hojas de Prunus serotina.

Disolvente Extracciones Descripcion Rendimiento %
hexano 3 Residuo minimo color verde oscuro 0.0314
CH,CI, 3 Residuo color café amarillento 0.2106
AcOEt 5 Residuo color ambar con precipitado 1.1066

color amarillo

4.3.2 Fraccionamiento secundario de la fraccion FAc obtenida.

La fraccion FAc se sometio a un fraccionamiento secundario utilizando una columna de

Sephadex LH-20 (2.5x40 cm) y como fase mévil MeOH. Se colectaron fracciones de

100 mL cada una. Este procedimiento permitio la obtencion de 30 fracciones las cuales

se reunieron de acuerdo a su similitud cromatografica, generando un conjunto de 5

fracciones. En el Cuadro 5 se resume este procedimiento cromatografico.

Cuadro 5 Fraccionamiento secundario de la fraccion FAc.

Eluyente Proporcion % Fracciones recolectadas Clave
MeOH 100 1-5 FAc-1
6-10 FAc-2

11-16 FAc-3

17-21 FAc-4

22-30 FAc-5

4.3.3 Aislamiento de la hiperina (20) a partir de la fraccion secundaria FAc-3.




De la fraccion secundaria FAc-3 (9.68 g) cristalizé espontaneamente un sélido amarillo
con punto de fusion 235-236 °C, (42.5 mg) este solido se identifico como la hiperina
CAc-3.

Hiperina [3-O-p-galactésido de quercetina]: pf. 235-236 °C; IR, KBr, v cm™: 3430
(OH quelatado), 2900 (C-H, alifatico), 1655 (C=0O quelatado), 1607 (CH=CH
aromatico), 1086 (C-0O); RMNIH, (300 MHz, DMSO-dg): 6y 5.40 (1H, d, J = 7.0, H-
1), 6.20 (1H, d, J = 1.9, H-6), 6.41 (1H, d, J = 1.9, H-8), 6.81 (1H, d, J = 8.4, H-5"),
(1H, dd, J = 8.4, 2.1, H-6"), 7.52 (1H, d, J = 2.1, H-2"); RMN"C (75 MHz DMSO-dy):
Oc 177.5 (C-4), 164.1 (C-7), 161.2 (C-5), 156.3 (C-2, C-9), 148.4 (C-4"), 144.8 (C-3"),
133.5 (C-3), 122.0 (C-1"), 121.1 (C-6"), 116.0 (C-5"), 115.2 (C-2"), 103.9 (C-10), 101.8
(C-17), 98.6 (C-6), 93.5 (C-8), 73.2 (C-37"), 71.2 (C-2""), 68.0 (C-4""), 75.8 (C-57"),
60.4 (C-6""); FAB" m/z (int. rel.): 465 [M+H]" (C2H20012) (6), 303 (Ci5H007) (18),

289 (13.5), 176 (10.5), 154 (100), 136 (67), 107 (18.0) (Liu et al., 2007).

Figura 5. Estructura de la hiperina (20).

4.3.4 Aislamiento de la prunina a partir de la fraccion FAc-4.



La fraccion FAc-4 se sometid a un fraccionamiento terciario por cromatografia sobre
silica gel C;g (100 g) y utilizando como fase movil MeOH-agua 70:30. Este proceso
generd un total de 50 fracciones (50 mL cada una), reuniéndose aquellas que mostraron

similitud cromatografica para obtener asi tres conjuntos de fracciones (Cuadro 6).

Cuadro 6 Resumen del fraccionamiento terciario por cromatografia en columna de gel

de silice C;g de la fraccion FAc-4 secundaria.

Eluyente Proporcion Fracciones Clave
% recolectadas
MeOH-agua 70:30 1-19 FAc-41
20-34 FAc-411
35-50 FAc-4111

De la fraccion terciaria FAc-41I cristalizaron de manera espontanea 87.6 mg de un
solido blanco con punto de fusion de 228°C, el cual se identificé como la prunina (21)

CAc4Il.

Prunina [7-O-p-glucésido de naringenina]: pf. 228 °C; IR, KBr, v cm™': 3400 (OH),
2927 (C-H), 1641 (C=0 quelatado), 1619 (aromaticidad), 1274, 1176; FAB" m/z (int
rel.): 435 [M+H]" (13.8), 307 (26.8), 289 (16.2), 273 (Ci5H1,05) (22), 154 (100), 137
(59), 136 (64), 107 (19,0); RMN'H, (300 MHz, DMSO-ds): 8y 2.78 (1H, dd, J=3.1,
17.4 Hz, H-3 eq), 3.21 (1H, dd, J=12.9,17.4 Hz, H-3ax), 3.30 (6H, m), 4.93 (1H, dd,
J=7.2 Hz, H-1""), 5.42 (1H, dd, J=3.1, 12.8Hz, H-2ax), 6.14 (2H, s H-6, H-8), 6.81(2H,
d, J=8.6 Hz, H-3", H-5"), 7.29 (2H, d, J=8.6 Hz, H-2, H-6"); RMN"C (75 MHz DMSO-
de): O¢ 78.7(C-2), 42.4 (C-3), 196.5 (C-4), 163.2 (C-5), 46.70(C-6), 165.3 (C-7), 95.5

(C-8), 162.7 (C-4), 103.4 (C-10), 128.5 (C-17), 128.0 (C-2"), 115.3 (C-3"), 157.8 (C-4"),



115.3 (C-57), 128.0 (C-6"), 99.8 (C-17"), 73.0(C-2""), 76.4 (C-3""), 64.6 (C-4""), 77.1 (C-

57, 60.8 (C-6"") (Lu y Foo, 1997; Liu et al., 2007).

OH o

Figura 6. Estructura de la prunina (21).



4.3.5 Preparacion del aceite esencial de las hojas de P. serotina.

Para la preparacion de la esencia analizada en el presente estudio se utilizaron 100 g de
material vegetal (hoja seca). Se utilizo la técnica de hidrodestilacién y la esencia se
separo del destilado mediante un proceso de particion con AcOEt, la extraccion se
repitié tres veces. Las fases orgdnicas resultantes se concentraron a presion reducida.
Los constituyentes presentes en la esencia se identificaron por cromatografia de gases

acoplada a espectrometria de masas (CG-EM).

4.3.6 Obtencion del extracto total a partir de las hojas de capulin.

940 g de hojas de capulin molido (desecado), se extrajeron durante 2 semanas con una
mezcla de MeOH:CH,Cl, (1:1), mediante una técnica de maceracion. El fluido
resultante se filtr6 y se concentrd al vacio, obteniéndose 28.09 g de un extracto de

consistencia cerosa de color verde oscuro.

4.3.6.1 Fraccionamiento primario del extracto total de las hojas secas de Prunus
serotina.

El extracto total obtenido en el inciso 4.3.6 se sometid a un fraccionamiento primario
mediante un proceso de particion utilizando hexano y MeOH acuoso. En el Esquema 2
se resume el proceso de extraccion y fraccionamiento del extracto de P. serotina. La
fraccion hexanica fue tratada con carbon activado (dos veces) para eliminar la mayor

cantidad de material colorante obteniéndose 13.9 g de un residuo color del verde oscuro.

Hojas secas de
Prunus serotina
(942 g)




1.-Extraccion con MeOH/CH,Cl; (1:1)
via maceracion durante 2 semanas.
2.-Filtrado y concentrado al vacio

Extracto MeOH/CH,Cl, (1:1)

Residuo vegetal

1. Metanol-Agua (9:1)

2. hexano

FRACCION AC. FRACCION

METANOLICA HEXANICA
columna flash
hexano-
acetona
(1:0-0:1)

FA FB FC, FC, FC; FD FE

Esquema 2. Extraccion y fraccionamiento preliminar del extracto total de las hojas de

P. serotina.

4.3.6.2 Fraccionamiento secundario de la fraccion hexanica.

La fraccion hexanica fue sometida a un fraccionamiento cromatografico en una columna
al vacio de gel de silice (tamafio de particula 0.063 mm 50% y 0.2-0.3 mm 50%) (250
g), utilizando como eluyentes hexano-acetona (diversas proporciones). Este
procedimiento generd 10 fracciones de 500 mL cada una, las cuales se reunieron de
acuerdo a su similitud cromatografica, generando un conjunto de 7 fracciones. En el

Cuadro 7 se resume este fraccionamiento secundario.

Cuadro 7 Fraccionamiento secundario por cromatografia en columna al vacio de gel de

silice.




Eluyente Proporcion Fracciones Clave
% Recolectadas
hexano 100 1 F-A
hexano-acetona 95:5 2 F-B
90:10 3 F-C1
4

5 F-C2

6 F-C3

hexano-acetona 80:20 7-10 F-D
acetona 100 11 F-E

La fraccion secundaria F-D (16.6 g) fue recromatografiada en una columna con gel de
silice (200 g) tamano de particula 0.063-0.200 mm, empleando como eluyentes una
mezcla de hexano-acetona (diferentes proporciones) con este procedimiento se
obtuvieron 16 fracciones de 50 mL cada una, las cuales se reunieron de acuerdo a su
similitud cromatografica, generando un conjunto de 5 fracciones. En el Cuadro 8 se
resume el fraccionamiento terciario de la fraccion F-D.

Cuadro 8 Fraccionamiento terciario de la fraccion F-D por cromatografia en columna.

Eluyente Proporcion Fracciones Clave
% recolectadas
hexano 100 1 F-D1
hexano-acetona 95:5 2-7 F-D2
hexano-acetona 90:10 8 F-D3
hexano-acetona 70:30 9-14 F-D4
hexano-acetona 50:50 15-16 F-D5

4.3.6.3 Aislamiento del acido ursolico a partir de la fraccion F-DS5.

La fraccion terciaria F-DS5 (1.3 g) se fracciond, en una columna fase reversa Cig

de gel de silice 60 (100 g) empleando como eluyente MeOH con este procedimiento se



obtuvieron 4 fracciones de 50 mL cada una, las cuales se reunieron de acuerdo a su
similitud cromatografica, generando 2 fracciones cuaternarias FD5-1 y FD5-II.

La fraccion FD5-I se someti6 a un fraccionamiento en columna de gel de silice Cig (100
g) empleando como eluyente MeOH, con este procedimiento se obtuvieron 21
fracciones de 50 mL cada una, las cuales se reunieron de acuerdo a su similitud
cromatografica, generando 6 fracciones. En el Cuadro 9 se resume este

fraccionamiento.

Cuadro 9. Fraccionamiento de la muestra FD5-I, utilizando una columna de gel de

silice C18.

Eluyente Proporcion Fracciones Clave
% recolectadas

MeOH 100 1 FD5-11

2-4 FD5-12

5-7 FD5-13

8-12 FD5-14

13-16 FD5-I5

17-21 FD5-16

De la fraccion FDS-12 precipitaron de manera espontanea 77.9 mg de un so6lido color
blanco con un punto de fusioén de 239-242°C (FI-2). Este compuesto se identificé como
el acido ursodlico (18) por comparacion con una muestra auténtica y de sus constantes
espectroscopicas y espectrométricas con aquellas reportadas en la literatura (Mahato y

Kundu, 1994; Dufour et al., 2007).



5. RESULTADOS Y DISCUSION

La especie Prunus serotina Ehrh. se selecciond con base en un criterio etnomédico, el
cual constituye uno de los criterios mas importantes para seleccionar las materias primas
destinadas al descubrimiento de compuestos bioldgicamente activos (Mata, 2000;
Lopez, 1999). Esta especie es ampliamente utilizada en la practica médica popular y se
tiene reportes de su uso desde épocas prehispanicas como antitusivo, como
antidiarreico, antiespasmodico y para el tratamiento de enfermedades cardiovasculares e
hipertension.

El estudio fitoquimico biodirigido del extracto hexanico obtenido a partir de las hojas de
la especie utilizando como ensayo de monitoreo la actividad relajante en musculo liso
de aorta aislada de rata con la finalidad de aislar los compuestos biolégicamente activos.
Estudios preliminares permitieron observar que el extracto total produjo una respuesta
bifasica en la musculatura lisa arterial, la cual consistid en una relajacion inicial que
llegd a su punto maximo a la concentracion de 100 pg/mL, seguida de una disminucion
del efecto relajante en concentraciones mayores a 100 pg/mL (Figura 7). Por otro lado,
la fraccion hexanica mostrd un efecto vasorelajante maximo sobre la aorta aislada de

rata (CEsp = 19.2 £ 1.3 pg/ml; Emax = 100 %) (Figura 8).
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Figura 7 Efecto sobre la musculatura lisa arterial del extracto total y fracciones de

Prunus serotina.

A) Registro representativo del efecto bifasico producido por el extracto total de P.

serotina sobre la aorta de rata. B) Efecto vasoactivo sobre aorta aislada de rata de las

fracciones obtenidas de P. serotina.



1001 [

m Hexano
80_ E
c
© 60+
Q
]
)
2
O\o 40_
20+
O T T T 1
0 1 2 3

log concentracion

Figura 8. Curva concentracion respuesta del efecto relajante de las fraccion hexanica de

P. serotina

El estudio quimico biodirigido de la fraccion hexanica de las hojas de P. serotina
permitio el aislamiento y la caracterizacion de un triterpenoide [acido ursélico] (18) y
de dos flavonoides [hiperina (20) y prunina (21)].

Los compuestos aislados en el presente estudio son ampliamente conocidos por sus
propiedades y todos ellos han sido descritos previamente en el género Prunus. Todos
los compuestos fueron caracterizados por comparacion de sus constantes
espectroscopicas y espectrométricas con aquellas reportadas en la literatura y por
comparacion con muestras auténticas. En el Cuadro 10 se muestran las estructuras de

los compuestos aislados.



Cuadro 10. Compuestos aislados de Prunus serotina

COMPUESTO

RENDIMIENTO (%)

3-O-B-galactosido de quercetina [hiperina, (20)]

0.01752
7-0O-B-D-glucdsido de naringenina
[prunina, (21)]
0.00827
0.00850




La capacidad que tienen los flavonoides para modular el tono vascular reduce el riesgo
de la mortalidad causada por enfermedades cardiacas (Orallo et al., 1998; Trigueiro et
al., 2000; Chen et al., 2004; Woodman, 2004; Woodman et al., 2005; Morello et al.,
2006; Perez-Vizcaino et al., 2006).

El flavonoide hiperina (20) evaluado en este estudio, indujo una relajacion, dependiente
de la concentracion, en segmentos intactos de aorta aislada de rata (Figura 9)
presentando un efecto maximo de 92.31 £ 7.69 % (CEsp = 91.25 £ 1.34 pug/ml), este
efecto resultod ser menos potente que el de la quercetina (CEsp = 9.42 £ 1.2 pg/ml; Epax
=179.00 + 4.7 %) empleada como control positivo. En tanto que la prunina (21) presentod
una menor eficacia y potencia (CEsp= 66 + 1.5 pg/ml) comparada con la actividad de la

hiperina (Cuadro 11).

Cuadro 11. Efecto relajante de los compuestos aislados sobre la contraccion inducida

por fenilefrina en anillos de aorta intactos.

Compuestos CEso (Mg/mL) Emax (%0)
hiperina (20)
91.25+1.3 923+7.7
prunina (21)
66+ 1.5 442 +5.6

acido ursolico (18)
480+ 1.5 72.4£2.5

quercetina
942+1.2 79.0 £4.7
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Figura 9. Comparacion de las curvas concentracion respuesta del efecto relajante de

la quercetina, hiperina (20) y prunina (21) en segmentos de aorta intactos de rata.

Por otra parte la presencia del acido ursoélico, triterpeno pentaciclico ampliamente
distribuido en el reino vegetal que se encuentra en forma de 4cido libre o aglicona de
saponinas triterpenoides posee varias propiedades farmacologicas incluyendo:
antibacterianas, antiinflamatorias, analgésicas, antidiabéticas (hipoglucemiante),
antiulcerosas, hepatoprotectoras, antihipertensivas, antioxidantes y antiescleroticas,
entre otras (Aguirre-Crespo et al., 2006; Saravanan et al., 2006; Rajendrasozhan et al.,
2006; Janicsak et al., 2006; Dufour et al., 2007).

Finalmente, la identificacion de los componentes presentes en el aceite esencial, se
realizd mediante un analisis de Cromatografia de Gases (CG) acoplada a espectrometria
de masas (EM). El cromatograma de gases indico la presencia de siete componentes

mayoritarios en la esencia (Figura 10). Estos productos fueron identificados mediante



la comparacion de sus espectros de masas con los de la biblioteca del equipo y los que
se encuentran en el sitio de internet de la National Institute of Standards and

Technology (NIST) [http://webbook.nist.gov/chemistry/]. Los cuales representan el 83

% de los constituyentes presentes en la esencia.
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Figura 10 Cromatograma de gases obtenido del aceite esencial de las hojas de

P.serotina.

En el Cuadro 12 se resumen los tiempos de retencion y la proporcion en la esencia de
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cada uno de los componentes.
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Cuadro 12 Constituyentes del aceite esencial de las hojas de Prunus serotina.

Nombre Abundancia tr Formula
relativa
(mi)
\ benzaldehido 60 5.20 C,HsO
O
alcohol bencilico 94 6.00 C;HgO
OH
©/\ / a-metoxytolueno 100 6.70  CgH,,0
(0)
O/\ /\ bencil-etil éter 26 728  CoH;,0
(@)
\ alcohol cinanico 22 7.60 CoH,0,0
OH
\ \ cinamaldehido 20 7.97 CoH,;,O
(0]
bencil-butil éter 12 8.13 CH;s0

©/\o/\/\




6. RESUMEN Y CONCLUSIONES.

El estudio quimico biodirigido de las hojas secas de la especie Prunus serotina,
permiti6 establecer los principios vasorelajantes de esta especie medicinal. De acuerdo
con la potencia demostrada por los principios aislados se concluye que la hiperina y la
prunina constituyen los principios activos vasorelajantes mayoritarios de la infusion de
las hojas de P. serotina. Por otra parte, en el caso del extracto hexanico se aislo y
caracterizo el triterpenoide acido ursélico el cual presenta una actividad vasorelajante
muy modesta.

La presencia de la hiperina, prunina y del &cido ursolico puede estar relacionada con los
usos descritos en la medicina tradicional para la especie P. serotina. Las hojas de la
especie son altamente apreciadas para el tratamiento de la diarrea, disenteria, espasmos,

paludismo, contra neumonia y para enfermedades del sistema respiratorio.



7. PERSPECTIVAS

El presente trabajo de investigacion sobre las hojas de la especie Prunus serotina Ehrh,
se realizd con la finalidad de contribuir al conocimiento quimico y biolégico de esta
especie medicinal. Sin embargo, es necesario generar mayor informacién acerca de esta
planta. Es por ello que a partir de este trabajo se han formulado las siguientes

perspectivas:

1.- Continuar con el aislamiento y caracterizacion quimica de los compuestos
minoritarios de la fraccion hexanica.

2. Aislar y caracterizar los componentes detectados en el aceite esencial del capulin.

3.- Desarrollar y validar un método de cuantificacion para determinar la presencia de
hiperina y prunina en productos derivados del capulin.

4.- Realizar experimentos adicionales con la finalidad de establecer el mecanismo
mediante el cual los compuestos aislados ejercen su efecto de vaso relajacion sobre el
modelo de la aorta de rata.

5.- Explorar el efecto vaso relajante del aceite esencial de las hojas del capulin.
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