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INTRODUCCION:

Arctostaphylos pungens conocida popularmente como pinguica, madreselva,
madrofio, manzanilla, manzanita, tepesquite, entre otros, es un arbusto ramificado
desde la base, de altura de 0.5 a 3.5 m y con corteza lisa color café rojizo,
perteneciente a la familia Ericaceae. Se encuentra presente en climas semicalidos,
semisecos y templados, a altitudes de 1750 a 3900 msnm y es originaria de la
region geografica que abarca el sur de Estados Unidos hasta los estados de
Veracruz y Oaxaca en Meéxico. Las hojas se identifican por tener la punta
redondeada, ser rigidas, de color verde palido y tener un soporte corto (UNAM,
2009; Marquez y Gonzalez, 2006).

En la medicina tradicional de México se emplean las infusiones ya sea de hojas,
frutos, raiz o toda la planta para afecciones renales, afecciones gastrointestinales,
gonorrea, leucorrea, prostatitis, reumatismo, hidropesia e inflamacién. A lo largo
de la historia se han descrito diversos usos y la Sociedad Farmacéutica de México
la sefiala como diurética (UNAM, 2009).

A pesar de que su uso es extenso, son pocos los trabajos de investigacion en los
gue se han descrito los compuestos presentes en esta planta. La mayoria de estos
trabajos surgieron con la intenciéon de encontrar las diferencias metabdlicas con
Arctostaphylos uva-ursi, especie ampliamente utilizada en la medicina tradicional y
comercialmente. Por otra parte, es importante mencionar que A. punges es

comercializada erroneamente por A. uva-ursi dado a la similitud en su morfologia.

En trabajos previos se ha descrito que los perfiles metabdélicos de ambas especies
son distintos y que la principal diferencia es en el contenido de arbutina, que es la
sustancia activa caracteristica de A. uva-ursi. Las hojas secas de A. pungens tiene
un contenido considerablemente bajo de arbutina 1-2% (p/p) en comparacién con
A. uva-ursi que como minimo debe tener un contenido de 7% segun la

Farmacopea Europea (Panusa et al., 2015).

Entre los compuestos descritos previamente en A. pungens se encuentran dos
triterpenos identificados en las hojas y frutos, el uvaol y el acido ursélico
(Dominguez et al., 1983). En estudios posteriores se detectaron e identificaron
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cerca de 60 compuestos mediante un andlisis del extracto de las hojas por
UHPLC-PDA-ESI-TOF/MS (Panusa et al.,, 2015). En el presente trabajo de
investigacion se analizé el extracto etandlico de una muestra de hojas de pinguica

recolectadas en el Estado de México, México.
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1. ANTECEDENTES:
1.1. Arctostaphylos pungens
1.1.1. Taxonomia

Arctostaphylos pungens es el nombre cientifico de esta planta, sin embargo, es
conocida por multiples nombres comunes en las diferentes regiones donde crece.
Su nombre cientifico obedece a una nomenclatura de dos elementos que hace
referencia a su clasificacion taxonémica. Perteneciente al reino Plantae, del filo
Tracheophyta de plantas vasculares, de la clase Magnoliopsida donde se
encuentran magnolias, margaritas y sus parientes (Dicotiledoneas), del orden
Ericales con representantes como ébanos, madrofios y ocotillos; de la familia
Ericaceae donde se clasifican madrofios, azaleas, arandanos y otros parientes, de
la subfamilia Arbutoideae donde se encuentran especimenes como madrofios,
manzanitas, narices de lobo y parientes, del género Arctostaphylos donde se
clasifican las manzanitas y de la especie pungens correspondiente a la pingiica
(Figura 1) (iNaturalist Org, 2019).

10
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Figura 1. Taxonomia de Arctostaphylos pungens (iNaturalist Org, 2019).

1.1.2. Caracteristicas botanicas
A. pungens es un arbusto ramificado desde la base, lefioso, perenne, de altura de
0.5 a 3.5 m y con corteza lisa color café rojizo, exfoliante (la corteza externa se
abre y se desprende). Las hojas se identifican por ser elipticas a oblongas u
ovoideas, rigidas, coriaceas, de 1 a 3.3 cm de largo, de color verde palido,

cortamente pecioladas y tienen un soporte corto. Los frutos son de forma globosa,

11
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lisos, de 5 a 8 mm de didmetro y de coloracién amarillento rojizo; son comestibles,
contienen una pulpa seca y dulce y generalmente no se abren (Figura 2a). Las
semillas se encuentran en numero de 4 a 7 por fruto, tienen los tegumentos
endurecidos, forma de gajo y miden 3.2 mm de largo y 2.6 mm de ancho. La
produccion de frutos es abundante al final de la primavera. Las flores son
bisexuales, de corola urceolada de 5 a 7 mm de largo, de color blanco o rosado,
caliz con cinco I6bulos de 3 mm de largo, con 10 estambres insertos en la base de

la corola, de filamentos peludos; se distribuyen en racimos densos de cinco a ocho

flores, pueden florecer durante todo el afio, pero lo hace de forma masiva al final
del invierno (Figura 2b) (UNAM, 2009; Marquez et al.,, 2006; Martinez, 1996;
Linares et al., 1988; Instituto Nacional Indigenista, 1994).

Figura 2. a) Frutos de pingtica b) Flores de pinguica (iNaturalist Org, 2019).

12
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1.1.3. Distribucién geografica
La pingtlica se encuentra presente en climas semicalidos, semisecos y templados,
en muchos tipos de vegetacion, a altitudes de 1750 a 3900 msnm y es originaria
de la region geografica que abarca el sur de Estados Unidos hasta los estados de
Veracruz y Oaxaca en México (Figura 3) (UNAM, 2009; Marquez et al., 2006).

A. pungens es una planta que prospera en lugares que con frecuencia han sido
arrasados por incendios recurrentes, es una especie asociada al fuego y de
relevancia en el proceso de sucesion de bosques de pino-encino (Marquez et al.,
2006).

Figura 3. Distribucion geografica de Arctostaphylos pungens (iNaturalist Org,
2019).

1.1.4. Marco historico
Arctostaphylos pungens es conocida popularmente en México como pinguica,
madreselva, madrofio, manzanilla, manzanita, tepesquite, entre otros (UNAM,
2009). En el estado de México se conoce como: tepeosquilitl del ndhuatl, pendicua
y pendiqua. En el estado de Hidalgo como tengleta y tengiita. En el estado de
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Chihuahua como uitzara del raramuri y en el estado de Sonora como /i’yoli del
pima (Instituto Nacional Indigenista, 1994). El Cddice De la Cruz-Badiano
menciona el nombre tomazquitl de origen nahuatl para esta planta (Figura 4a).
Martinez (1969) indica que también se le conoce como tepezquite, tepeizquitl y
manzanitas. Esta planta es ampliamente utilizada en la medicina herbolaria
tradicional de México desde épocas prehispanicas, sin embargo, es escasa la

informacion disponible sobre esta especie.

Algunos de los autores que describieron propiedades medicinales de A. pungens
son: De la Cruz-Badiano (1552) indica que en mezcla con otras plantas se utiliza
en un preparado para la fatiga. Martinez (1969) reporta el uso de la pinguica para
combatir afecciones catarrales, para provocar la orina y curar los rifiones.
Francisco Hernandez en el siglo XVI describe que el cocimiento de las raices se
usaba para el tratamiento de pacientes asmaticos. Alfonso Herrera, en el siglo XX,
menciona su uso como diurético en las afecciones cronicas de las mucosas de la
vejiga; cicatrizante en diversas lesiones de las vias urinarias; en la cistitis, pielitis y
metritis. Posteriormente, Maximino Martinez (1996) indica sus usos como
albuminéria, antiblenorragica, anticatarral, antidiarreica, diurético, enfermedades
genitourinarias, gravela, ingurgitacion de la préstata y enfermedades de la vejiga
(Figura 4b). Luis Cabrera, la indica como tratamiento para la albuminuria y como
antiinflamatoria. Segun el Dr. Manuel Toussaint las hojas estan indicadas como
diuréticas y para combatir las afecciones catarrales, sobre todo de los bronquios y
de la vejiga. En el Mercado de Sonora se recomienda para los riflones tomar un té
de las hojas o un licuado de los frutos y para la inflamacion un té de la raiz.
Finalmente, la Sociedad Farmacéutica de México la sefiala como diurética (UNAM,
20009).

14
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PINGUICA.
b) Arctostaphylos pungens.

Figura 4. a) llustracién del Cédice de De la Cruz-Badiano de la pinguica (Linares
et al., 1988) b) Esquema de pinguica (Martinez, 1996).

1.1.5.Usos de las plantas medicinales para el tratamiento de
enfermedades.

Segun la OMS el concepto de medicamentos herbolarios abarca hierbas, material
herbario, preparaciones herbolarias y productos herbolarios terminados, que
contienen como principios activos partes de plantas, u otros materiales vegetales,
0 combinaciones de esos elementos. El uso tradicional de medicamentos
herbarios se entiende como el empleo prolongado a lo largo de la historia. Su uso
esta bien establecido y ampliamente reconocido como inocuo y eficaz y puede ser

aceptado por las autoridades nacionales (Zhang, 2019).

El conocimiento del empleo de plantas con propiedades medicinales es una
actividad milenaria que se ha conservado en las diferentes culturas alrededor del
mundo transmitiéndose a través de las generaciones y particularmente en México

tiene una presencia importante.
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En la medicina tradicional Mexicana de hoy en dia se emplean las infusiones ya
sea de hojas, frutos, raiz o toda la planta para afecciones renales, afecciones
gastrointestinales, gonorrea, leucorrea, prostatitis, reumatismo, hidropesia e
inflamacién; a lo largo de la historia se han descrito diversos usos (UNAM, 2009).
Sin embargo, son necesarios estudios enfocados a elucidar el perfil metabdlico y

estudios para determinar la actividad de sus compuestos aislados.

1.1.6. Estudios quimicos previos realizados en hojas y frutos de A.
punges

Existen pocos trabajos que se hayan enfocado en el estudio fitoquimico de A.

pungens, la mayoria de las investigaciones que existen la estudian de forma

comparativa con A. uva-ursi.

En 1983 Dominguez realiz6 un analisis de los compuestos terpenoides presentes
en los frutos y las hojas de la planta e identific6é el uvaol y el acido ursdlico,
esperaba también poder encontrar arbutina glucosilada, sin embargo, no le fue

posible detectarla.

En 2013, un grupo de investigacion en ltalia adquiri6 15 muestras de material
vegetal de distintos origenes identificado como bearberry, nombre asociado a A.
uva-ursi; al analizar el extracto metandlico de las hojas por diferentes técnicas
analiticas (HPTLC, NMR, HPLC-DAD y LC-ESI-MS) concluyé que 6 de esas
muestras, la mayoria originarias de México, no correspondieron al pefrfil
metabdlico de A. uva-ursi, y se identificaron como A. pungens, publicando por
primera vez una aproximacion del perfii metabdlico de esta especie. Los
resultados de A. pungens indicaron un contenido considerablemente bajo de
arbutina 1-2% (p/p) en comparacion con A. uva-ursi que como minimo debe tener
un contenido de 7% segun la Farmacopea Europea (Romana et al., 2013). En
2015 el mismo grupo publica un andlisis de las dos especies con la técnica
UHPLC-PDA-ESI-TOF/MS obteniendo una lista de 88 compuestos presentes ya
sea en A. uva-ursi, en A. pungens o en ambas, en el Cuadro 1, se puede observar
la lista de los compuestos presentes Unicamente en A. pungens excluyendo

aguellos marcados como desconocidos (Panusa et al., 2015).
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Cuadro 1. Lista de compuestos identificados en A. pungens por UHPLC-PDA-ESI-
TOF/MS (modificado de Panusa et al., 2015).

No Compuestos Férmula [M-H] [M+H]*
Molecular m/z m/z

1 Acido quinico C7H120s 191.0556 193.0712

2 Acido siquimico C7H100s 173.0450 175.0606

3 Arbutina C12H1607 317.0873[M+HCOO] 295.0794[M+Na]*

4 Glucogalina 1 C13H16010 331.0665 -

5 Acido galico C7HgOs 169.0137 171.0293

6 Glucogalina 2 C13H16010 331.0665 -

7 Acido galoilquinico C14H16010 343.0665 345.0822

8 Glucogalina 3 C13H16010 331.0665 -

9 Glucogalina 4 C13H16010 331.0665 -

10 Acido galoil siquimico ~ C14H1409 325.0560 327.0716

1
11 Digaloilglucosa 1 C20H20014 483.0775 -
12 Acido galoil siquimico ~ Ci4H1409 325.0560 327.0716
2
13 Digaloilglucosa 2 C20H20014 483.0775 -
14 Hexdsido de C14H18010 345.0818 -
metilgalato

15 Digaloilglucosa 3 C20H20014 483.0775 -

16 Piceina C14H1807 343.1230[M+HCOO] 299.1131

17 Galato de metilo CgHgOs 183.0293 185.0450

18 Digaloilglucosa 4 C20H20014 483.0775 -

119 Galoilarbutina 2 C19H20011 423.0927 425.1084

20 Catequina C15H1406 289.0712 291.0869

21 Trigaloilglucosa 1 C27H2401s 635.0884 -

22 Trigaloilglucosa 2 C27H240158 635.0884 -

23 Acido C21H18013 477.0669 479.0826

digaloilsiquimico 3
24 Acido C21H18013 477.0669 479.0826
digaloilsiquimico 4

25 Corilagina C27H21018 633.0728 635.0884

26 Trigaloilglucosa 3 C27H24013 635.0884 -

27 Miricetin C21H20013 631.0935 633.1092

galoilhexdsido

28 Acido cumarico CoHsO3 163.0395 165.0552

29 1,3,6-triglaloilglucosa  C27H24018 635.0884 -

30 Trigaloilglucosa 5 C27H24015 635.0884 -

31 Trigaloilglucosa 6 C27H2401s 635.0884 -

32 Miricetin glucdsido C21H20013 479.0826 481.0982

33 Miricetin pentésido 1 =~ CzoH15012 449.0720 451.0877
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Cuadro 1. Lista de compuestos identificados en A. pungens por UHPLC-PDA-ESI-
TOF/MS [modificado de Panusa et al., 2015 (continuacion)].

No Compuestos Formula [M-H] [M+H]*
Molecular m/z m/z
34 Quercetina C28H24016 615.0986 617.1143
galoilhexdsido
35  Tetragaloilglucosa 1 Ca4H2802, 787.0994 -
36  Miricetina pentosido 2 =~ CzoH18012 449.0720 451.0877
37  Tetragaloilglucosa 2 C34H2502, 787.0994 -
38  Miricetina ramnosido C21H20012 463.0877 465.1033
39 Rutindsido de C27H30016 609.1456 611.1612
quercetina
40 Quercetina 3- C21H20012 463.0877 465.1033
galactésido
41  Tetragaloilglucosa 3 CasH2802, 787.0994 -
42 Quercetina 3-glucosido  Cz1H20012 463.0877 465.1033
43 Miricetina C23H22014 521.0931 523.1028
acetilhexosido 1
44 Pentosido de C20H18011 433.0771 435.0927
quercetina
45 Kaempferol hexésido 1 Cz1H20011 447.0927 449.1084
46  Pentagaloilglucosa 1 Ca1H32026 939.1104 -
47 Avicularina C20H18011 433.0771 435.0927
48  Pentagaloilglucosa 2 Ca1H32026 939.1104 -
49  Kaempferol hexésido 2 Cz1H20011 447.0927 449.1084
50 Quercetina 3- C21H20011 447.0927 449.1084
ramnésido
51 Miricetina C23H22014 521.0931 523.1028
acetilhexosido 2
52 Pentagaloilglucosa 3 C41H32026 939.1104 -
53 Miricetina Ci15H100s 317.0297 319.0454
o4 Miricetina C22H20013 491.0826 493.0982
acetilpentésido
55  Kaempferol pentésido =~ CazoH1s010 417.0822 419.0978
2
56 Kaempferol ramnésido  Cz1H20010 431.0978 433.1135
S7 Quercetina C23H22013 505.0982 507.1139
acetilhexdsido
58 Quercetina C1sH1007 301.0348 303.0505
59 Kaempferol C15H1006 285.0399 287.0556
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1.2. Arctostaphylos uva-ursi

Artostaphylos uva-ursi comunmente conocida como bearbearry o uva ursi es una
planta utilizada en la medicina herbolaria tradicional para el tratamiento de
infecciones del tracto urogenital. Este vegetal crece y se emplea en paises de
Norte de América, Siberia, la Peninsula Ibérica y Asia, particularmente la zona de
los Himalayas donde se encuentran las condiciones adecuadas de clima y suelo
para su crecimiento. Es morfolégicamente parecida a A. punges y esta ultima es
comunmente comercializada errbneamente como bearberry. Por esta razon, se
han realizado algunos trabajos para generar los perfiles fitoquimicos de ambas
plantas y poder diferenciarlas quimicamente (Panusa et al., 2015; Romana et al.,
2013).

La 4-hidroxifenil-B-D-glucopiranosa (arbutina) es la sustancia activa identificada en
las hojas de A. uva-ursi y segun la monografia de la Farmacopea Europea el
contenido minimo de arbutina en las hojas secas debe ser del 7% (p/p) y los
productos con un contenido menor son considerados suplementos alimenticios.
Por ultimo, es importante mencionar que la arbutina es un compuesto fendlico
ampliamente distribuido en especies vegetales (Panusa et al., 2015; Romana et
al., 2013).

1.3.Generalidades de los terpenos
Los metabolitos de las plantas se clasifican basicamente en dos grandes grupos,
primarios y secundarios. Los primarios son aquellos que son indispensables para
el crecimiento y desarrollo de la planta. Los secundarios se distribuyen de forma
diferencial entre los grupos taxondémicos y son aquellos que permiten
interacciones ecoldgicas de la planta con su entorno, aportan al organismo que los

produce una ventaja para responder a estimulos del entorno (Rivas et al., 2016).

Se sabe que las plantas producen una gran variedad de metabolitos
biol6gicamente activos que son empleados en el tratamiento de diversos

padecimientos (Kashyap et al., 2016).
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Los terpenos, o terpenoides, constituyen el grupo mas numeroso de metabolitos
secundarios en plantas. La ruta biosintética de estos compuestos da lugar tanto a
metabolitos primarios como secundarios de gran importancia para el crecimiento y
supervivencia de las plantas. Estos compuestos suelen ser insolubles en agua y

derivan todos ellos de la unién de unidades de isopreno (Avalos y Pérez, 2009).

1.3.1. Triterpenos

Los triterpenos son compuestos que estan constituidos por 30 carbonos
agrupados en cinco ciclos de seis carbonos con distintos sustituyentes, se
encuentran ampliamente distribuidos en tejidos de plantas en forma de &cidos o
agliconas de saponinas y han sido objeto de investigacion por varias décadas.
Recientemente han atraido bastante atencién por sus efectos en la salud humana
y prevencion de enfermedades, actuando como antiinflamatorios, antidiabéticos,
antibacteriales, antivirales, antifingicos, hepatoprotectores, antiaterogénicos,
gastroprotectores, hiperlipidémicos, reguladores inmunolégicos, reguladores de
azucar en sangre, su efecto en la disminucidon de la presidon sanguinea, en la
inflamacion de la piel y actividad antitumoral. Entre los acidos triterpénicos libres
mas abundantes en tejidos de plantas encontramos al acido oleandlico, el acido
betulinico, el acido ursdlico, el &cido maslinico, eritrodiol y uvaol (Martinez Garcia
et al., 2018; Seebacher et al., 2003; Costa et al., 2016; Romero et al., 2009).

1.3.1.1.Uvaol
El uvaol o urs-12-en-3,28-diol (UV) (Figura 5) es un compuesto triterpenoide
pentaciclico tipo ursano, con férmula molecular de CzoHs0O2 y peso molecular
442.71 g/mol. Este metabolito ha sido reportado en Arctostaphylos punges, Olea
africana, Carpobrotus edulis, Clinopodium taxifolium y del género Eugenia existen
reportes de uvaol en las especies E. pisiformis, E. umbeliflora, E. uniflora y E.
catharinae. La diferencia estructural que presenta este compuesto con
compuestos como el &cido oleandlico y la B-amirina es un grupo metilo en la

posicion C-29 el cual parece tener un rol importante en la actividad presentada por

20




©

este compuesto. Es una molécula biolégicamente activa presente en mudltiples
alimentos y plantas empleados en la medicina tradicional. Algunos de los efectos
terapéuticos que se han estudiado son la citotoxicidad, la supervivencia celular y la
proliferacion celular, el efecto sobre ciclo celular, el decremento de especies
reactivas de oxigeno y la proteccion contra dafio oxidativo del DNA en células de
cancer de mama (MCF-7). La observacion de estos efectos orientd el estudio del
uvaol como agente anticancerigeno en lineas celulares de linfoma de ratébn MDR y
células transfectadas MDR1. Por otra parte, se ha estudiado su efecto
antiinflamatorio en ratones suizos machos observando un decremento en los

leucocitos totales.

Se ha observado que el uvaol posee efectos antibacterianos contra bacterias
Gram positivas como Staphylococcus aureus, bacterias Gram negativas como
Escherichia coli, bacterias &cido-alcohol resistentes como Mycobacterium
tuberculosis y esporas de levaduras de Saccharomyces cerevisiae. En el Cuadro 2
se resumen los efectos terapéuticos descritos para el uvaol (NIST, 2019; Costa et
al., 2016; Oliveira et al., 2017; Douglas, 2016; Morocho et al., 2018; Martins et al.,
2011; Matrtins et al., 2010; Allouche et al., 2010).

Figura 5. Estrutura uvaol o Urs-12-en-3,28-diol (UV).
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Cuadro 2. Resumen de efectos terapéuticos mediados por
mecanismo de accion, dosis y modelos experimentales.

el uvaol, posible

Efecto Mecanismo / Dosis Modelo
terapéutico Resultados reportados experimental
Citotoxico *64% de las células aun son | 100 uyM désis | Linea de células

(Allouche et al., 2010)

viables

dependiente de
tiempo

de cancer de

mama (MCF-7)

Proliferacién celular
(Allouche et al., 2010)

cAumento en
celular

la proliferacién

eInhibiciobn en la proliferacion
celular por arresto en el ciclo
celular

12,5 pyM dobsis
dependiente de
tiempo

25 uM  désis
dependiente de
tiempo con una
exposicion  de
24, 48 y 120
horas

Linea de células
de cancer de
mama (MCF-7)

Supervivencia celular
(Allouche et al., 2010)

*Disminucion del porcentaje de
células viables

50 pM  dosis
dependiente del
tiempo

Linea de células
de cancer de
mama (MCF-7)

Ciclo celular
(Allouche et al., 2010)

*Incremento de células en fase
GO0/G1 (8%)

«Decremento de células en fase
S (41%)

100 uM

Linea de células
de cancer de
mama (MCF-7)

Niveles de especies

*Reduciendo niveles

10 y 100 uM a

Linea de células

reactivas de oxigeno | intracelulares de ROS las 24 horas de cancer de
(ROS) *Previniendo dafio  oxidativo mama (MCF-7)
(Allouche et al., 2010) | inducido por H20:.
Dafio oxidativo del | *Protreccion contra dafio | 10 uM Linea de células
DNA oxidativo al DNA de céncer de
(Allouche et al., 2010) mama (MCF-7)
Anticancerigeno *Modulador del flujo de salida Linea celular de
(Martins et al., 2010) de la bomba de eflujo de linfoma de ratén
(Martins et al., 2011) sustrato de la rodamina 123y el MDR

bromuro de etidio por células

cancerigenas MDR1células

*Efecto de sinergismo con transfectadas

doxorubicina, agente

anticancerigeno para el que

inicialmente las células

mostraron resistencia
Antiinflamatorio *Decremento en los leucocitos | 100, 200 o 500 | Ratones suizos
(Costa et al., 2016) totales umol/kg machos
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Cuadro 2. Resumen de efectos terapéuticos mediados por el uvaol, posible

mecanismo de accién, dosis y modelos experimentales (continuacion).

Efecto Mecanismo / Dosis Modelo
terapéutico Resultados reportados experimental
Antibacteriano *Posible interferencia con las | Zona de | Actividad  contra
(Douglas, 2016) membranas celulares, dafio a | inhibicién de 5.0 | bacterias Gram
(Morocho et al., 2018) | enzimas, componentes | mm positivas

(Martins et al., 2011)

estructurales y al DNA

Staphylococcus
aureus

*Actividad contra a-glucosidasa

ICs0=521.0+£2.7

Saccharomyces
cerevisiae

«Actividad antimicobacteriano

Cepa resistente y
suseptible de M.
tuberculosis

*Decremento de la resistencia a | Decremento del | Cepa E. coli
la tetraciclina de la cepa E. coli | MIC de la | AG1007eTs
AG1007eTs tetraciclina  de

25 mg/L a 6.25

mg/L
*Reducciéon del MIC de Ia S. enteritidis
ciprofloxacina contra cepa de 5408cip

salmonella resistente a

ciprofloxacina

*Reduccién del MIC de la
oxacilina en Staphylococcus
aureus resistente a meticilina
(MRSA)

Concentracion
de 100 mg/L

Staphylococcus
aureus resistente a
meticilina (MRSA)

*Aumento de la acumulacién de
bromuro de etidio por
Staphylococcus aureus
resistente a meticilina (MRSA
COLoxa) en forma dependiente
glucosa.

Staphylococcus
aureus resistente a
meticilina (MRSA
COLoxa)
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1.3.1.2. Eritrodiol

El eritrodiol o 3p-olean-12-en-3p,28-diol (ER) (Figura 6) es un triterpenoide
pentaciclico tipo oleanano que es una B-amirina en el que uno de los hidrogenos
del grupo metilo en la posicion 28 ha sido reemplazado por un grupo hidroxilo.
Tiene una formula molecular de C3oHs002 y una masa molecular de 442.71 g/mol.
Es un metabolito de Clinopodium taxifolium, Olea europaea, Olea africana,
Rhododendron ferrugineum y otras especies de Rhododendron, asi como también
existen reportes en el género Eugenia en las especies E. pisiformis, E. umbeliflora,
E. uniflora y E. catharinae. (ChEBI, 2019; Oliveira et al., 2017; Douglas, 2016;
Morocho et al., 2018).

En estudios farmacoldgicos previos realizados con esta molécula se reporta que el
eritrodiol presenta efecto citotdxico, inhibicion en la proliferacion celular,
disminucién en la supervivencia celular, efecto sobre ciclo celular, protecciéon
contra dafio oxidativo del DNA y nivel de especies reactivas de oxigeno en células
de cancer de mama (MCF-7). Ademas, se ha observado induccion de la apoptosis
en células MDA-MB-231 y U937 y efecto antibacteriano en bacterias Gram
positivas como Staphylococcus aureus. En el Cuadro 3 se resumen los efectos
terapéuticos descritos para el eritrodiol (Unidad de Informética del Instituto de
Quimica, 2019; Douglas, 2016; Allouche et al., 2010).

Figura 6. Estructura eritrodiol o 3p3-olean-12-en-33,28-diol (ER).
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Cuadro 3. Resumen de efectos terapéuticos mediados por el eritrodiol, posible
mecanismo de accion, dosis y modelos experimentales.

Efecto Mecanismo / Dosis Modelo
terapedtico Resultados reportados experimental
Citotoxico *12 % de las células aln son | 100 uyM dosis | Linea de células
(Allouche et al., 2010) | viables dependiente de cancer de
de tiempo mama (MCF-7)
Proliferacion celular Inhibicion de la proliferacion | 50 PM dosis | Linea de células

(Allouche et al., 2010)

celular por apoptosis con
importante produccion de especies
reactivas de oxigeno (ROS) y dafio

dependiente
de tiempo con
una exposicion

de cancer de
mama (MCF-7)

al DNA de 24 horas
Dafio oxidativo del | Protreccién contra dafio oxidativo | 10 uM Linea de células
DNA al DNA de céancer de
(Allouche et al., 2010) | +Dafio significativo al DNA 100 uM mama (MCF-7)
Supervivencia celular | *Disminucion del porcentaje de | 25 uyM dosis | Linea de células
(Allouche et al., 2010) | células viables dependiente de céancer de

del tiempo mama (MCF-7)

Ciclo celular *Incremento significante de | 10 uM Linea de células
(Allouche et al., 2010) | poblacién en fase GO/G1 (8%) de cancer de

*Causa un marcado decremento en | 100 yM mama (MCF-7)

el porcentaje de células en fase

GO0/G1 (33%) y un incremento en el

porcentaje de células en la fase

sub G1, asociada con apoptosis
Apoptosis *Induce apoptosis 100 pM Células MDA-MB-
(Allouche et al., 2010) 231y U937
Niveles de especies | «Incremento de las especies | 100 uM Linea de células
reactivas de oxigeno | reactivas de hidrogeno (ROS) de céancer de
(ROS) intracelular pecho MCF-7
Antibacterial *Actividad contra bacteria Gram | Zona de | Staphylococcus
(Douglas, 2016) positiva inhibiciébn  de | aureus

5.2 mm

1.3.1.3. Acido ursélico

La presencia del acido ursolico se ha confirmado en numerosas plantas

medicinales como Arctostaphylos punges, Arctostaphylos uva-ursi, Eriobotrya

japonica, Rosmarinus officinalis, Hedyotis difusa, Ligustrum lucidum, Glechoma

hederacea, Vaccinium macrocarpon,

Rhododendron hymenanthes,

Calluna

vulgaris, Ocimum sanctum y Eugenia jambolana se puede encontrar como acido

libre y como aglicona de saponinas (Kashyap et al., 2016).

El acido ursélico o acido (3pB)-3-hidroxi-urs-12-en-28-oico (AU) (Figura 7) es un

compuesto triterpenoide pentaciclico, con formula molecular de CszoH4s03, peso
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molecular de 456.70 g/mol, acido, sdlido cristalino tipo agujas, con punto de fusion
entre 283 °C a 285 °C y con un maximo de absorcion a una longitud de onda de
450 nm. El AU tiene una solubilidad baja en agua, pero es soluble en acido acético
glacial caliente y NaOH etilica. La biosintesis del AU se logra por el plegamiento y
ciclacion del escualeno en damarenilo que posteriormente continua con la
expansion del anillo y una ciclacién extra para formar el quinto anillo del AU. La
estructura del AU estd compuesta por 30 carbonos isoprenoides en forma de

triterpeno pentaciclico (Kashyap et al., 2016).

Figura 7. Estuctura acido ursolico o acido (3p)-3-hidroxi-urs-12-en-28-oico (AU).

En trabajos previos se ha reportado que el AU actia a nivel de mdultiples blancos
intracelulares y extracelulares modulando rutas de sefializaciébn asociadas con
procesos de apoptosis, metastasis, angiogénesis y procesos inflamatorios, que a
su vez son de relevancia en problemas de salud actuales como lo es la
supervivencia y progresion de cancer, problemas cardio vasculares y dafios
neuronales (Cuadro 4). Tambien las propiedades antimicrobianas del AU han sido
ampliamente estudiadas contra patdgenos como lo son bacterias del género
Escherichia, Bacillus, Pseudomonas, Klebsiella, Shigella, Vibrio, Listeria,
Staphylococcus, Streptococcus, Salmonella, Helicobacter, Enterococcus vy
Mycobacterium; virus como citomegalovirus, virus del papiloma humano, virus de
influenza, virus de hepatitis y virus de inmunodeficiencia humana; levaduras como

Saccharomyces cerevisiae y parasitos como Setaria cervi, Wushereira bancrofti,
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Tripanosoma y Plasmodium. En el Cuadro 5 se resumen las concentraciones

minimas inhibitorias (MIC) del acido ursolico sobre diferentes bacterias (Kashyap

et al., 2016).

Cuadro 4. Resumen de efectos terapéuticos mediados por el &cido ursdlico,
posible mecanismo de accion, dosis y modelo experimental (modificado de
Kashyap et al., 2016).

Efecto Mecanismo Dosis Modelo
terapedtico experimental
Enfermedad de *Bloquea interacciones con la AB-CD36 64 uM Células de ovario
Alzheimer *Disminuye produccion de especies de hamster chino
reactivas de oxigeno (ROS) (CHO)
Antidepresivo/tipo | eInteraccién con el sistema dopaminergico, | 0.01-0.1 Ratones suizos
antiansiolitico mediante la activacién de los receptores de | mg/kg, machos
dopamina D1y D2. y 10 mg/kg
*Sistemas serotonérgico y noradrénergico | - -
Antidiabético eInhibidor de la actividad de la sorbitol 0.05% p/p Ratones
deshidrogensa (SDH) y aldosa reductasa diabéticos
*Aumento de la actividad de glucocinasa, machos
B-oxidacion de los acidos grasos hepaticos
y carnitina palmitoiltransferasa 1 (CPT1)
*Modifica la actividad de la acido graso
sintasa (FAS)
*Disminucion de actividad de la glucosa-6-
fosfato (G6P)
eInhibidor de la proteina tirosin fosfatasa - -
1B (PTP1B)
*Disminucion de azucar en sangre, 2.0 uM Células de ovario
coeficiente de 6rgano de rifién, nitrégeno 35 mg/kg de hamster chino
uréico sérico (BUN) y creatinina niveles de (CHO)/hIRy L6
malondialdehido (MDA) y factor de Myotube
necrosis tumoral alfa (TNF-a), interleucina
6 (IL-6) y actividad de la superdxido
dismutasa (SOD)
*Disminucion de glucosa-6-fosfato (G6P) 0.01-0.05% | Ratones

hepatica, actividad de glucocinasa
*Aumento de la proporcion de glucocinasa/
glucosa-6-fosfato (G6P), niveles de ARNm
de transportador de glucosa 2 (GLUT?2),
contenido de glucégeno y de la actividad
de la reductasa

*Disminucion de actividad de la sorbitol
deshidrogenasa (SDH)

Kunming machos
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Cuadro 4. Resumen de efectos terapéuticos mediados por el acido ursdlico,
posible mecanismo de accién, dosis y modelo experimental [modificado de
Kashyap et al., 2016 (continuacion)].

Efecto
terapedtico

Mecanismo

Dosis

Modelo
experimental

Antihiperlipidemia

*Normalizacion de las enzimas marcadoras
séricas como la creatina cinasa, la creatina
quinasa-MB y lactato deshidrogenasa
(LDH), expresion de las isoenzimas LDH 1
y LDH 2

*Disminucion de los niveles de colesterol
total (TC) en plasma, lipoproteinas-
colesterol de muy baja densidad (LDL),
trigliceridos (TG), acidos grasos libres
(FFA), fosfolipidos (PL) e indice
aterogénico

*Aumento de nivel de lipoproteinas-
colesterol de alta densidad (HDL)
*Disminucion de dafio al ADN e intensidad
de infarto al miocardio.

40 mg/kg

Ratén macho
albino

Inactivacion de la acetil/malonil
transferasa mediante nicotinamida-
adenina-dinucleétido-fosfato (NADPH) vy el
dominio KR

*Reduccién de la actividad de la aspartato
aminotransferasa (AST) y alanina
aminotransferasa (ALT), regula a la baja la
proteina de unién al elemento regulador
del esterol 1¢ (SREBP-1c), acido graso
sintasa (FAS) y la acetil-CoA carboxilasa
(ACC) y carnitina palmitoiltransferasa 1
(CPT1) y receptores alfa activados por
proliferadores peroxisémicos (PPAR-q)

6.0 yg/mL

Rata Wistar
macho

*Expresion reducida de proteinas de union
al potenciador CCAAT beta (C/EBPD),
receptores c activados por proliferadores
peroxisémicos (PPARCc), proteinas de
unién al potenciador CCAAT a (C/EBPa) y
proteina de union al elemento regulador
del esterol 1¢c (SREBP-1c).

*Aumento de la fosforilacion de la acetil-
CoA carboxilasa (ACC) y carnitina
palmitoiltransferasa 1 (CPT1)
*Disminucién de la expresién de proteinas
de acido graso sintasa (FAS) y proteina de
unién a acido graso 4 (FABP4)

*Aumento en la fosforilacion de la proteina
cinasa activada por AMP (AMPK) y
expresion de proteinas de sirtuina-1
deacetilasa dependiente de NAD (Sirtl)

5 mg/kg

25 mg/kg

Ratén C57BL/6J

Conejo

Actividad antilipasa

lipolitica

«Inhibe la lipasa pancreética y mejora la
lipdlisis en las células grasas.

100mg/kg,
51.21uM

Rata Wistar
macho
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Cuadro 4. Resumen de efectos terapéuticos mediados por el acido ursalico,
posible mecanismo de accién, dosis y modelo experimental [modificado de
Kashyap et al., 2016 (continuacion)].

Efecto
terapedtico

Mecanismo

Dosis

Modelo
experimental

Cardioprotector

*Actividad antagonista B-adrenérgica

40 mg/kg

Rata

*Atenuar la secrecion del péptido
natriurético atrial (ANP) inducida por f3-
adrenérgicos

*Aumento de niveles de cAMP y dindmica
atrial

*Aumento inducido por acetilcolina en la
secrecién de péptido natriurético atrial
(ANP)

*Disminucion de presién del pulso

30 uM

Conejo

*Via de transduccion de la sefial del
receptor para productos finales de
glicacion avanzada (RAGE)-nicotinamida-
adenina-dinucleétido-fosfato (NADPH)
oxidasa-factor nuclear potenciador de las
cadenas ligeras kappa de las células B
activadas (NF-kpB)

50 mg/kg

Rata diabética

*Regula hacia abajo miR-21 y p-ERK/
guinasas reguladoras de sefiales
extracelulares (ERK)

eInhibir la disfuncién de monocitos, mejorar
la funcion renal

0.3-10uM

Ratén
Rat6én LDL-R -/ -
hermbra

Nefroprotector

*Disminuye la elevacion del nivel de urea
sérica, acido Urico sérico, creatinina sérica
y nitrégeno de ureico en sangre

2,5,10
mg/kg

Rata Wistar
albina

*Disminucién de la excrecién de albumina
en orina, nivel de estrés oxidativo renal,
actividad de factor nuclear potenciador de
las cadenas ligeras kappa de las células B
activadas (NF-kB) y de expresion de la P-
selectina

0.2%

Células
estrelladas
hepaticas (HSC)

Gastroprotector

sInteracciona con canales de Ca?* de tipo L
y reduce el flujo de Ca?*

1x 107
mol/L
5x 10°
mol/L

Antiasmatico

*Reduce las citocinas de las células T
cooperadoras 1 (Th2) (IL-5 e IL-13), la
produccién de inmunoglobulina E (IgE)
especifica de ovoalbimina y la infiltracion
de eosindfilos a través de la via Th2-
GATA-3, transductor de sefiales y
activador de la transcripcion 6 (STAT6) e
IL-17, factor nuclear potenciador de las
cadenas ligeras kappa de las células B
activadas (NF-kB)

Ratén BALB/c
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Cuadro 4. Resumen de efectos terapéuticos mediados por el acido ursalico,
posible mecanismo de accién, dosis y modelo experimental [modificado de
Kashyap et al., 2016 (continuacion)].

Efecto
terapedtico

Mecanismo

Dosis

Modelo
experimental

Hepatoprotector

*Apoptosis, dismunuye nivel de
fosforilacién de proteina quinasa B (Akt), e
inhibe la localizacion nuclear de factor
nuclear potenciador de las cadenas ligeras
kappa de las células B activadas (NF-kB)

40 pM

Rata hembra
Sprague-Dawley
(SD)

Inhibe la aspartato aminotransferasa
(AST) y alanina aminotransferasa (ALT)
plasmaticas

*Disminuye creatinina plasmatica y nivel de
nitrégeno ureico en sangre

*Aumenta estado redox glutatién (GHS) y
mejora la funcién mitocondrial

0.35-0.7
mg/kg

Rata de Long
Evan's

*Disminuye nivel de enzimas séricas,
transaminasa glutamico pirtvica sérica
(SGPT), transaminasa glutamico-
oxalacética serica (SGOT), fosfatasa
alcalina sérica (SAKP) y bilirrubina sérica
(SBIL)

*Disminuye peso del higado, nivel sérico
de alanina aminotransferasa
(ALT)/aspartato aminotransferasa (AST) y
esteatosis hepética

*Aumento de la B-oxidacién de lipidos e
inhibe el estrés del reticulo endoplasmico
(ER) hepético

db/db
Raton/L02
células

*Aumenta ciclina D1, ciclina E y nivel de
expresion de la proteina C/EBPJ

0.14% p/p
10-30

*Aumento de Nrf2, HO-1, NQOL1 y glutatién
S-tranferasa (GST), disminucion de factor
de necrosis tumoral alfa (TNF-a),
prostaglandina E2 (PGE2), sintasa
inducible de 6xido nitrico (iNOS)

pg/mL

Raton

*Autofagia a través de via proteina cinasa
activada por AMP (AMPK)/mTOR

*Disminucién de la actividad CYP2E1,
factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a),
interleucina 1b (IL-1B), ciclooxigenasa 2
(COX-2) y activacion de las quinasas c-Jun
N-terminal (JNK)

*p38 MAPK, quinasas reguladoras de
sefales extracelulares (ERK), Factor
nuclear potenciador de las cadenas ligeras
kappa de las células B activadas (NF-kpB)

25,50
mg/kg

0, 10, 20,
40 pym
25,50
mg/kg

Ratones
imprinting control
region (ICR)
Células HepG2

Ratén macho
imprinting control
region (ICR)

30




©

Cuadro 4. Resumen de efectos terapéuticos mediados por el acido ursalico,
posible mecanismo de accién, dosis y modelo experimental [modificado de
Kashyap et al., 2016 (continuacion)].

Efecto
terapedtico

Mecanismo

Dosis

Modelo
experimental

Neuroprotector

*Activacion receptor acido y-aminobutirico
a (GABA-A)

0.3 mg/kg

Ratén imprinting
control region
(ICR) masculino

*Atenla el edema cerebral, la ruptura de la
barrera hematoencefdlica, la apoptosis de
las células neuronales y la deficiencia
neurolégica, incrementa el nivel de
antioxidantes

25-50
mg/kg

Rata Sprague-
Dawley (SD)
macho

+Inhibir la prolil-endopeptidasa (PEP)

*Aumenta la expresion S100 mRNA'y
proteinas

ICs0 17.2

*Disminuye la expresion de ICAM-1, TLR4,
factor nuclear potenciador de las cadenas
ligeras kappa de las células B activadas
(NF-kpB), P65, interleucina 1b (IL-1pB), factor
de necrosis tumoral alfa (TNF-a),
interleucina 6 (IL-6), sintasa inducible de
Oxido nitrico (iNOS) y MMP-9

10,5,25
mg/kg

Raton BALB/c
Rata Sprague-
Dawley (SD)

*Disminuye nivel de 8-hidroxi-2-
desoxiguanosina, factor de necrosis
tumoral alfa (TNF-a), interleucina 6 (IL-6),
interleucina 17 (IL-17), ciclooxigenasa 2
(COX-2)

*Modula a STAT3 y vias de sefializacién
de factor nuclear potenciador de las
cadenas ligeras kappa de las células B
activadas (NF-kB).

50 mg/kg
25, 50
mg/kg

Macho imprinting
control region
(ICR)

Antihormonal

*Disminucion del nivel de ARNm del gen
regulador del crecimiento por estrégeno de
cancer de pecho 1 (GREBL1), proteina
sensible al estrdgeno, nivel de ARNm y
proteina de ERa, actividad mejorada del
promotor de antigeno prostatico especifico

*Apoptosis inducida, activacion de la via
quinasa c-Jun N-terminal (JNK)

10, 20, 40
uM

Células T20

Sepsis

*Reducir la infiltracion de leucocitos y
proteinas, actividad de la mieloperoxidasa
y el contenido de malondialdehido,
disminuir nivel sérico de factor de necrosis
tumoral alfa (TNF-a), interleucina 6 (IL-6) e
interleucina 1b (IL-1B), inhibir expresién de
la sintasa inducible de 6xido nitrico (iNOS)
y ciclooxigenasa 2 (COX-2)

10 mg/kg

Rata

Enfermedades
autoinmunes

*Aumento de la expresion de la &cido
graso sintasa (FAS), apoptosis, IL-10,
aumento CD4 + Foxp3 + y CD25 + Foxp3
+ células T, disminucién IL17a, 1IgG2b anti-
AchR

20-100
mg/kg

Rata (MG)
Miastenia gravis
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Cuadro 4. Resumen de efectos terapéuticos mediados por el acido ursalico,
posible mecanismo de accién, dosis y modelo experimental [modificado de
Kashyap et al., 2016 (continuacion)].

Efecto
terapedtico

Mecanismo

Dosis

Modelo
experimental

Antiartritico

*Suprimir la migracion de leucocitos y la
produccién de prostaglandina E2 (PGE->),
hiperalgesia y expresion de Fos espinal.

50 mg/kg

Rata

Osteoprotector

*Inhibe las vias de sefalizacién
relacionadas con factor nuclear
potenciador de las cadenas ligeras kappa
de las células B activadas (NF-kB) y cinasa
c-Jun N-terminal (JNK), el mRNA Yy la
expresion de proteinas del factor nuclear
de células T activadas, citoplasmico,
dependiente de calcineurina 1 (NFATc1)
*Disminucion de la fosfatasa acida tartrato-
resistente (TRAP) + osteoclastos

*AtenUa la pérdida de hueso de calvario de
raton inducida por particulas de titanio (Ti).

5mM

Macho C57BL/6

*Objetivo triptofano hidroxilasa 1 (Tph-1) y
suprimir la biosintesis de serotonina.

10-20
mg/kg

Rata
ovarectomizadas
(OVX)

Fenotipo del
envejecimiento
metabdlico

*Aumento de biomarcadores
antienvejecimiento como sirtuina-1
deacetilasa dependiente de NAD (SIRT1) y
coactivador 1a del receptor activado
gamma del proliferador de peroxisoma
(PGC-1q)

*Disminucién de cargas de energia celular
como adenosin trifosfato (ATP) y adenosin
difosfato (ADP)

*Mejora la neomogénesis

*Aumento de expresion de mioglobina

200 mg/kg

Raton C57BL

Choque por
Trauma
hemorragico

*Atenuar el nivel de malondialdehido
hepatico y reducir el nivel de aspartato
aminotransferasa (AST) y alanina
aminotransferasa (ALT) en plasma
después de un choque por traumatismo-
hemorragico

«Inhibir la generacién de aniones
superoxido y la liberacién de elastasa en
neutréfilos humanos

Rata Sprague-
Dawley (SD)
macho

Dermoprotector

*Aumenta contenido de ceramida y
colageno, disminuye las queratinas 1, 10 y
la involucrina.

1.00%

Queratinocitos
epidérmicos
normales de
seres humanos
(NHEK),
fibroblastos
epidérmicos
normales de
seres humanos
(NHDF)
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Cuadro 4. Resumen de efectos terapéuticos mediados por el acido ursalico,
posible mecanismo de accién, dosis y modelo experimental [modificado de
Kashyap et al., 2016 (continuacion)].

Efecto Mecanismo Dosis Modelo
terapedtico experimental
Aumento de *Aumenta la expresion proteica de 0.1 mg/mL, | Células HaCaT
permeabilidad de receptores alfa activados por proliferadores | 10 ymol/L
barrera epidermal peroxisémicos (PPAR-a), involucrina,
loricrina y filagrina
*Induce la diferenciacion epidérmica de
gueratinocitos a través de PPAR-a
Metabolismo *Aumentar la captacion de acidos grasos 0.5% Rata
libres (FFA) y B-oxidacion a través de una
via dependiente de la proteina 25 mg/mi Rata macho
desacopladora 3 (UCP3)/AMPK, proteina Sprague-Dawley
cinasa activada por AMP (AMPK) (SD)
*Mantener la resistencia inducida por el
ejercicio de la actividad del complejo 1 de
la diana de rapamicina en células de
mamiferom (MTORC1)
Antimutagénico *Probablemente por efecto antioxidante. 80 mg/kg Raton BALB/c
Objetivo CSC Inhibe la Oct4, Tert, Bmi1, B-catenina, 50 uM PLC/PRF/5,
ABCG2 y gen Ep300 células Huh7
*Disminuiye células CK19+ HCC
*Aumenta células CK8/18+
Colitis «Inhibe las citocinas proinflamatorias, 200 mg/kg | C57BL/6
fosforilacién/degradacién de IkBa y factor
nuclear potenciador de las cadenas ligeras
kappa de las células B activadas (NF-kB)
Modificacion *Inhibe DNMT1 20 uM Linea celular
epigenética HCC
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Cuadro 5. Resumen de actividades antimicrobianas medidas por el acido ursoélico
(modificado de Kashyap et al., 2016).

Efecto Organismo MIC
Antibacteriano | « Escherichia coli 3a4x10%M
* Escherichia coli (UPEC) 10 ug/mL
* Escherichia coli (ATCC 700336) 256 pug/mL
* Escherichia coli (ATCC 25922) 64 pg/mL
* Escherichia coli (ATCC 27) 512 pg/mL
* Escherichia coli (MDREC-KG4) 1000 pg/mL
* Bacillus cereus (ATCC 33018) 1024 pg/mL
* Bacillus subtilis 25 pg/mL
* Bacillus sphaericus 50 pg/mL
* Pseudomonas aeruginosa (ATCC 15442) 512 ug/mL
* Pseudomonas syringae 25 ug/mL
» Aeromonas caveae (ATCC 15468) 1024 ug/mL
* Klebsiella pneumoniae (ATCC 10031) 64 ug/mL
* Shigella flexneri (ATCC 12022) 64 ug/mL
* Vibrio colorize (ATCC 15748) 1024 pg/mL
* Listeria monocytogenes (ATCC 19117) =1024 yg/mL
« Staphylococcus aureus (ATCC 12692) 1024 pg/mL
« Staphylococcus aureus (ATCC 12624) =>1024 ug/mL
» Staphylococcus aureus (ATCC 6538) =32 ug/mL
» Staphylococcus aureus (NCTC 8325) 6 mg/mL
« Staphylococcus aureus, MRSA 30 mg/mL
» Streptococcus mutans (ATCC 25175T) 4 pug/mL
» Streptococcus mutans 0.1, 0.2, 0.5 p%
« Streptococcus sobrinus (ATCC 33478 T) 8 pg/mL
« Streptococcus pneumoniae 4 ug/mL
» Salmonella typhi 50 pg/mL
* Helicobacter pylori (ATCC 43504) 50 pg/mL
» Enterococcus resistente a vancomicina 3 ug/mL
» Mycobacterium tuberculosis H37Ra 10 pg/mL
» Mycobacterium tuberculosis H37Rv (27294) | 6.25 & 25 pg/mL
» Mycobacterium tuberculosis (RMPr) 25 ug/mL

resistente a rifampicina

» Mycobacterium tuberculosis INHr (35822)

6.25y 25 pg/mL

* Mycobacterium tuberculosis RIF-R (35838)

25 pg/mL

» Mycobacterium tuberculosis EMB-R (35837)

25 pg/mL

» Mycobacterium tuberculosis STR-R (35820)

12.5 pg/mL

» Mycobacterium tuberculosis MMDO

25 ug/mL
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Cuadro 5. Resumen de actividades antimicrobianas medidas por el acido ursoélico
[modificado de Kashyap et al., 2016 (continuacion)].

Efecto Organismo MIC
Antiviral *Citomegalovirus de cerdo (GPCMV) 6.8 ug/mL

* Virus del papiloma humano tipo 11 12.41 pg/mL

* Virus de la influenza tipo A (H1N1) >200 pg/mL

* Virus de la influenza tipo A (H5N1) 6.00-9.25 mM

* Virus de hepatitis C (HCV) 58.4 | ug/mL

* Virus de inmunodeficiencia humana (HIV) 0.3 uM
Antiparasitario | « Setaria cervi 5 ug/mL

» Wuchereria bancrofti 5 ug/mL

» Trypanosoma cruzi (Y strain) 25 mg/kg

» Trypanosoma brucei rhodesiense 1.5 pg/mL

» Plasmodium falciparum K1 49 ug/mL

* Plasmodium falciparum 3D7 12.7 ug/mL
Antifangico «Saccharomyces cerevisiae 0.84 pyg/mL
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2. JUSTIFICACION

México es un pais que mantiene apego importante a sus tradiciones ancestrales.
La medicina herbolaria tradicional se ha utilizado desde la época prehispanica
para el tratamiento de diversos padecimientos por los pueblos nativos. La pinguica
es uno de los vegetales que se ha reconocido desde esta época por sus
propiedades medicinales y su utilidad para el tratamiento de diversos

padecimientos en distintas regiones del pais.

A pesar de que la pinglica es una planta ampliamente utilizada en la medicina
tradicional mexicana, es escasa la informacion disponible sobre su composicion
guimica. Con base en estos antecedentes se hace evidente la necesidad de
estudios conducentes a determinar el contenido metabdlico de las hojas de la

especie.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo general

Analizar los componentes quimicos mayoritarios presentes en el extracto etandlico

derivado de las hojas de A. pungens.

3.2 Objetivos particulares

Realizar una revisibn bibliografica exhaustiva de las diferentes
publicaciones relacionadas con A. pungens.

Preparar un extracto etandlico a partir de las hojas desecadas de A. punges
(pinguica).

Fraccionar el extracto etandlico utilizando cromatografia en columna al
vacio.

Realizar la separacién, aislamiento y purificacion de los componentes
mayoritarios presentes en el extracto etanolico de las hojas de la pingica.
Establecer la estructura quimica de los compuestos aislados mediante el

empleo de técnicas espectroscopicas y espectrométricas.
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4. DESARROLLO EXPERIMENTAL

4.1.Obtencién de muestra vegetal de hojas de A. pungens
Las hojas de A. pungens se obtuvieron en el municipio de Aculco de Espinoza,
Estado de México, México. Las hojas se recolectaron integras y se secaron al aire
libre. La obtencién estuvo a cargo del Dr. José Fausto Rivero Cruz y una muestra
de referencia se conserva en el Laboratorio 111 del Conjunto E del Departamento

de Farmacia de la Facultad de Quimica, UNAM.

4.2. Tratamiento del material vegetal
Las hojas secas se trituraron empleando un molino manual y se pesaron en una

balanza granataria obteniendo 3.54 kg de material triturado.

4.3.Métodos generales de analisis

4.3.1. Analisis cromatograficos
La cromatografia liquida al vacio (CLV) se realizé sobre gel de silice 60 (Merck) en

diversos sistemas de elucion.

Para los andlisis cromatogréaficos en capa fina se emplearon placas de aluminio
cubiertas en gel de silice (60) F2s4 Merck, en diversos tamafios y sistemas de
elucién. Las placas se observaron bajo luz UV a A = 254 nm y 365 nm,
posteriormente se revelaron con anhisaldehido sulfurico seguido de calentamiento

hasta la visualizacion de marcas.

4.3.2. Determinacion de las constantes espectrométricas vy
espectroscoépicas
Los espectros de masas se generaron en un equipo Agilent 6890L por impacto
electrénico a 70 EV y el analizador mésico de tiempo de vuelo.

Los espectros de RMN de H y 3C se obtuvieron de un equipo Varian, a una

radiofrecuencia de 400 MHz y 100 MHz, respectivamente. Las muestras se
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disolvieron en piridina-ds y los desplazamientos quimicos se expresan en el

parametro & (ppm) y estan referidos al tetrametilsilano.

4.4.Estudio quimico de las hojas de A. pungens

4.4.1. Preparacion del extracto etanolico
Para la obtencion del extracto de pinguica se utilizé el método de maceracion en
alcohol etilico 96° calidad USP. Se colocaron los 3.54 kg de hojas secas trituradas
en un frasco, se adicionaron 9 L de etanol y se dejaron macerar durante un
periodo de siete dias. Este proceso se repitio tres ocasiones utilizando las mismas
condiciones. Posteriormente el extracto etandlico se separé del material vegetal
por filtracion. El etanol se recuper6 a presion reducida con el auxilio de un
rotaevaporador. El proceso global permitié la obtencién de 698.74 g de un extracto
de consistencia pegajosa y de color verde obscuro. En la Figura 8 se puede
observar un resumen del procesamiento de la muestra vegetal de hojas de A.

pungens.

Identificacion Secado al aire

2o Recoleccion . s
botanica del . libre del Fragmentacion y
material de hlj)ll,]aseﬂg A. material de hojas secas Maceracion
vegetal pung vegetal

Figura 8. Resumen del procesamiento de muestra vegetal de hojas de A.
pungens.

4.4.2. Fraccionamiento primario
Para la columna de cromatografia liquida al vacio se utiliz6 una porcién del
extracto (199.64 g), la cual se resuspendid6 en 300 mL de una mezcla de
CH2Clz:acetona (20:80). Este extracto se adsorbié en 300 g de gel de silice y se

mont6 en una columna de 800 g de gel se silice como se muestra en el esquema
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s

de la Figura 9. La elucion de la columna se realizé utilizando un gradiente de

polaridad y como disolventes hexano, CH2Cl2, AcCOEt y metanol.

Solvente

Muestra
adsorbida

= Gel de silice

Disco de vidrio

= sinterizado
Embudo de .
Vs Conexion
al vacio

Matraz para
recolectar
fracciones

Figura 9. Esquema de columna de cromatografia liquida al vacio, montada con
muestra vegetal de hojas de pinguica.

De este primer fraccionamiento se obtuvieron 101 fracciones de 1 L cada una. El
disolvente se evapord a presion reducida con el auxilio de un rotaevaporador y
cada fraccion se monitored por placa de cromatografia en capa fina. Se agruparon
las fracciones que presentaron similitudes cromatograficas al observar las placas
bajo luz UV y reveladas utilizando como agente cromodgeno el anisaldehido
sulfarico. El proceso global permitié la obtencién de 32 fracciones combinadas. En

el Cuadro 6 se resume el fraccionamiento primario.
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Cuadro 6. Fracciones obtenidas de la primera columna de cromatografia liquida al
vacio con proporcion de disolventes, fracciones agrupadas y peso total de la

fraccion.
Fracciones | Disolventes y proporcién Fracciones Peso total
(%) agrupadas (9)
1-6 Hex (100) (1-2) A 0.0378
(3-6) B 0.0107
7-12 Hex-CH2Cl> (98:2) (7-8) C 0.0028
(9-12) D 0.0473
13-24 Hex-CH2Cl2 (96:4) (13-14) E 0.0061
(15-18) F 0.0102
(19-24) G 0.8937
25-30 Hex-CH2Cl2 (94:6) (25-30) H 0.294
31-38 Hex-CH2Cl> (92:8) (31-33) | 0.0418
(34-36) J 0.082
(37-38) K 0.0141
39-44 Hex-CH2Cl (90:10) (39-41) L 0.022
(42-44) M 0.0334
45-47 Hex-CH:Cl, (85:15) (45-47) N 0.0222
48-53 Hex-CH:Cl, (80:20) (48-50) O 0.0162
(51-53) P 0.2095
54-57 Hex-CH:Cl, (70:30) (54-57) Q 0.5835
58-63 Hex-CH2Cl (50:50) (58-63) R 1.2095
64-68 Hex-CH2Cl2 (40:60) (64-66) S 0.1337
(67-68) T 1.5453
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Cuadro 6. Fracciones obtenidas de la primera columna de cromatografia liquida al
vacio con proporcion de disolventes, fracciones agrupadas y peso total de la

fraccion (continuacion).

Fracciones | Disolventes y proporcion Fracciones Peso total
(%) agrupadas (@)
69-84 ACOEt-CH2Cl2 (40:60) (69) U 26.6828
(70-72) V 132.7513
(73-75) W 9.4968
(76) X 0.8608
(77 Y 0.9493
(78-81) Z 6.799
(82-84) Al 1.7322
85-87 AcOEt-CH-Cl (50:50) (85-87) B1 2.2731
88-94 AcOEt (100) (88-90) C1 5.1394
(91-94) D1 8.0814
95-98 AcOEt-MeOH (50:50) (95-98) E1 78.7887
99-101 MeOH (100) (99-101) F1 24.4697

4.4.3. Fraccionamiento secundario a partir de las fracciones FH-U, FH-

V'y FH-W.
Las fracciones FH-U, FH-V y FH-W derivadas del fraccionamiento primario se
combinaron, obteniendo un peso de 168.93 g. La fraccidbn combinada resultante se
resuspendio en 300 mL de una mezcla de AcOEt:CH:Clz (40:60) y se adsorbi6 en
gel de silice. Esta mezcla se empacé en una columna de cromatografia liquida al
vacio y se realizo la elucién utilizando como fase mévil un gradiente de polaridad

con hexano y acetona como se resume en el Cuadro 6.

En este proceso se obtuvieron 67 fracciones de 1 L y a cada una se le evaporo el
disolvente a presion reducida con el auxilio de un rotaevaporador. El monitoreo de

las fracciones y su agrupamiento se realizé como se describio previamente para el
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fraccionamiento primario. Las fracciones se agruparon para obtener finalmente 22

fracciones combinadas. En el Cuadro 7, se resume el fraccionamiento secundario.

Cuadro 7. Fracciones obtenidas de la segunda columna de cromatografia liquida
al vacio con proporcién de disolventes y peso total de la fraccion.

Fracciones Proporcién Fracciones Peso total (g)
Hexano:Acetona agrupadas
1-2 100 (1-4) A2.0 0.003
3-5 98:2 (5) A2.1 0.2293
6-28 96:4 (6-7) A2.2 0.0413
(8) A2.3 0.0672
(9-11) A2.4 0.1386
(12-15) A2 0.515
(16-21) B2 0.2853
(22-28) C2 0.0722
29-39 94:6 (29-34) D2 0.0856
(35-39) E2 0.0496
40-42 92:8 (40-45) F2 0.1795
43-44 90:10
45-46 88:12
(46-47) F2.0 0.1515
47-48 86:14
(48) G2 0.3072
49 84:16 (49-50) H2 1.3
50-53 80:20
(51-52) 12 6.4
(53-55) J2 35.9
54 75:25
55 70:30
56 65:35 (56) K2 2.4
57-60 60:40 (57-58) L2 12.9
(59-60) M2 3.2143
61 55-45 (61-62) N2 2.5643
62-64 50:50
(63-64) 02 1.066
65-66 30-70 (65-67) P2 5.2327
67 100

En la Figura 10 se resume en forma esquematica el estudio fitoquimico realizado
con el extracto etandlico de la muestra de hojas de pinguica el cual permitié el
aislamiento de tres compuestos triterpenoides: acido ursolico y una mezcla de

uvaol y eritrodiol.
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FH-F1

FH-E1

CLV gel de silice, hexana, CH2Clz, AcOEt y
metanol

FH-D1
FH-C1
— FH-B1
— FH-Al

|

Extracto etandlico (199.64 g)
|
|

— FH-Z
—  FH-Y
F—  FHX

CLV gel de silice, hexano y acetona

— FHW
——  FH-V

—  FH-U

EtOH 9L x 3

——  FH-T
—  FHS

—  FHR
—  FH-Q
— FH-P
——  FH-O
—  FH-N
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Figura 10. Resumen de los procesos cromatograficos que permitieron el
aislamiento de compuestos a partir de la muestra recolectada de A. pungens.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

A partir de los diferentes procesos cromatograficos realizados al extracto etandélico
de la muestra de hojas de Arctostaphylos pungens (pingtica), se aislaron el acido
ursolico y una mezcla de uvaol y eritrodiol como compuestos mayoritarios. A
continuacion, se expondran las evidencias espectroscopicas y espectrométricas
gue permitieron la determinacion de las estructuras moleculares de cada una de

las sustancias aisladas.

5.1.Caracterizacioén estructural del acido ursélico (APH-C003b).
De las fracciones FH-K2, FH-L2, FH-M2, FH-N2 y FH-O2, del fraccionamiento
secundario, se obtuvo un precipitado (21.07 g) que fue identificado como &cido
ursélico por comparacién con las constantes espectroscopicas y espectrométricas

reportadas previamente en la literatura (Seebacher et al., 2003).

El compuesto APH-C003b se aislé como un sélido de color blanco ligeramente
soluble en MeOH caliente. A continuacién, se describen las sefiales mas

relevantes encontradas en los espectros de RMN:

En el espectro de RMN-'H (Figura 11) se observé la presencia de: (a) una sefial
ancha en 6n 5.80 asignable a un metino olefinico (H-12), (b) en 6+ 3.75 (dd, J= 9.6,
6.0 Hz, H-3) un doble de dobles que integra para un proton asignable a un metino
oxigenado (H-3), (¢) on 1.32 (J= 6.4 Hz, H-29) y dn 1.27 (J= 6.4 Hz, H-30) se
observaron dos dobletes que integraban para tres protones cada uno, asignables
a dos metilos alifaticos y (d) cinco sefales simples en &4 1.57 (H-23), 1.56 (H-27),
1.37 (H-24), 1.20 (H-25), 1.24 (H-26) asignables a los metilos cuaternarios.

El espectro de RMN-13C (Figura 12) mostr6 la presencia de 30 sefiales
consistentes con un compuesto de naturaleza triterpénica. Las sefiales mas
relevantes corresponden a un grupo carbonilo de acido en d¢c 180.4 (C-28), un
carbono cuaternario olefinico en &¢ 139.8 (C-13), un metino olefinico en d¢c 126.0
(C-12), un metino oxigenado en &c 78.6 (C-3) y siete metilos (&c 28.6, 25.7, 24.1,
18.0, 17.1, 16.2, 17.9).
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Con base en las evidencias descritas se concluyéo que el compuesto
APHCO003b es un triterpenoide pentaciclico de tipo ursano y se identific6 como
acido ursdlico a partir de la comparaciébn de sus datos espectroscopicos y

espectrométricos con los reportados en la literatura (Houghton et al., 1986; Dong-
Hyun et al., 2005).

H-26
H-27
H-23 Hoo4 H-25
H-29 H-30
E— T T E— T T T T T T T T T E— T T E— T
1.70 1.65 1.60 1.55 1.50 1.45 1.40 1.35 1.30 1.25 1.20 1.15 1.10
f1 (ppm)

H-12
H-18
H-3 U
Al M w \/L“
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
58 56 54 52 50 48 46 44 42 40 38 36 34 32 30 28 26 24 22 20 1§ 16 14 12 10
ppm

Figura 11. Espectro RMN-'H del &cido ursélico (400 MHz, piridina-ds).
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Figura 12. Espectro RMN-3C del &cido ursdlico (100 MHz, piridina-ds).
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5.2.Caracterizacion estructural de una mezcla de uvaol y eritrodiol (APH-
C001) como compuestos mayoritarios

De la fracciébn FH-H2, del fraccionamiento secundario, se obtuvo un precipitado

(1.3 g) de color blanco ligeramente soluble en MeOH caliente. Los espectros de -

RMN-'H (Figura 13) y RMN-13C (Figura 14) mostraron el perfil tipico para un

triterpeno. A continuacién, se describen las sefiales mas relevantes encontradas

en los espectros de RMN:

En el espectro de RMN-'H, en &+ 5.26 se observé un triplete con una constante de
acoplamiento de 3.5 Hz asignable a un metino olefinico H-12. En dx 3.89 se
observd un doblete asignable a un metileno oxigenado H-28b y en dnx 3.48 se
observaron sobrepuestos H-28a con H-3. En &4 1.28 (H-23), &u 1.25 (H-27), on
1.08 (H-26), 1.05 (H-24), 0.99 (H-30), 0.97 (H-29), 0.97, 0.97 (H-25) se observaron
siete sefiales asignables a siete metilos alifaticos. RMN 'H (400 MHz, piridina-ds):
on 5.26 (1H, t, H-12), 3.89 (1H, d, H-28b), 3.48 (1H, sobrepuesto, H-28a, H-3),
1.28 (3H, s, H-23), 1.25 (3H, s, H-27), 1.08 (3H, s, H-26), 1.05 (3H, s, H-24), 0.99
(3H, s, H-30), 0.97 (3H, s, H-29), 0.97 (3H, s, H-25) (Figura 13).

El espectro de RMN-C mostré la presencia de las 30 sefiales principales
correspondientes a uvaol y otras correspondientes a un segundo compuesto
(eritrodiol). Las sefales mas relevantes para el uvaol corresponden a un carbono
cuaternario olefinico en 6¢c 140.05 (C-13), un metino olefinico en &c 125.44 (C-12),
un metino oxigenado en dc 78.45 (C-3), un metileno oxigenado en dc 68.45 (C-28),
y siete metilos (dc 29.16, 24.02, 22.04, 17.36, 19.98, 16.36, 16.15). Estas sefiales
son consistentes con la presencia del uvaol (El-shiekh et al., 2017). RMN *3C (100
MHz, piridina-ds): 8C140.05 (C-13), 125.44 (C-12), 78.45 (C-3), 68.45 (C-28),
56.14 (C-5), 55.05 (C-18), 48.44 (C-9), 42.42 (C-14), 39.81 (C-19), 39.81 (C-20),
39.69 (C-4), 36.66 (C-1), 39.52 (C-17), 37.59 (C-10), 37.59 (C-22), 33.85(C-7),
31.64 (C-21), 29.16 (C-23), 26.95 (C-15), 24.24 (C-11), 24.24 (C-16), 24.02 (C-27),
22.04 (C-30), 19.17 (C-6), 17.36 (C-29), 19.98 (C-26), 16.36 (C-24) 16.15 (C-25)
(Figura 14).
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Por otra parte, es importante mencionar que adicionalmente se observaron
sefiales asignables al eritrodiol en ©c 145.50 correspondiente al carbono
cuaternario olefinico (C-13) y en &c 122.86 correspondiente al metino olefinico (C-
12); también en el espectro de RMN-'H se observa dos dobletes localizados en dn
3.49 y 3.89 asignables a H-28a y H-28b los cuales concuerdan con las sefales en
Oc 69.07 y dc 69.55 en el espectro de RMN-3C asignable al C-28 de ambas
sustancias (Olivera et al., 2012).

OH

H-28a

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
54 52 50 48 46 44 42 40 38 36 34 32 30 28 26 24 22 20 18 16 14 12 10 08
1 (ppm)

Figura 13. Espectro RMN-!H de la mezcla de uvaol y eritrodiol (400 MHz, piridina-
ds).
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Figura 14. Espectro RMN-*3C de la mezcla de uvaol y eritrodiol (100 MHz,

piridina-ds).
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La estructura del uvaol se confirmé utilizando los espectros COSY, HMBC vy
HMQC, por comparacion con los datos reportados en la literatura y con los
espectros de una muestra comercial de uvaol (Figuras 15 y 16) (Seebacher et al.,
2003; El-shiekh et al., 2017). RMN 'H uvaol comercial (400 MHz, piridina-ds): dn
5.26 (1H, t, H-12), 3.89 (1H, d, H-28b), 3.48 (1H, sobrepuesto, H-28a, H-3), 1.28
(3H, s, H-23), 1.25 (3H, s, H-27), 1.08 (3H, s, H-26), 1.05 (3H, s, H-24), 0.99 (3H,
s, H-30), 0.97 (3H, s, H-29), 0.97 (3H, s, H-25) (Figura 15). RMN *3C uvaol
comercial (100 MHz, piridina-d5): 6C139.4 (C-13), 124.8 (C-12), 77.9 (C-3), 68.9
(C-28), 55.1 (C-5), 54.4 (C-18), 47.9 (C-9), 42.2 (C-14), 39.6 (C-20), 39.56 (C-19),
39.2 (C-4), 39.0 (C-1), 38.5 (C-17), 36.9 (C-10), 36.9 (C-22), 33.0 (C-7), 31.0 (C-
21), 28.6 (C-23), 26.3 (C-15), 23.4 (C-11), 23.4 (C-16), 23.4 (C-27), 21.4 (C-30),
18.5 (C-6), 17.6 (C-29), 16.7 (C-26), 16.3 (C-24),15.7 (C-25) (Figura 16). Con base
en las evidencias descritas se concluyé que la mezcla APH-C001 contiene uvaol y
eritrodiol. La identificacion de estos triterpenos es consistente con lo reportado por
Dominguez (1983) quien del extracto metandlico de hojas y frutos de pingulica
aislé acido ursolico y uvaol, los cuales identifico mediante sus reacciones, puntos
de fusion y datos espectroscopicos. Con este trabajo es la primera vez que se

describe la presencia de eritrodiol en las hojas de A. pungens.
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Figura 15. Espectro RMN-!H de estandar comercial de uvaol (400 MHz, piridina-
ds).
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6. CONCLUSIONES

El estudio fitoquimico de las hojas de Arctostaphylos pungens, contribuyé al
conocimiento de su contenido metabdlico, mediante el aislamiento vy
caracterizacion del acido ursélico como compuesto principal y una mezcla de
uvaol y eritrodiol los cuales se identificaron mediante la comparacién con sus
constantes espectroscopicas y espectrométricas reportadas previamente en la

literatura.
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7. PERSPECTIVAS

Continuar con el estudio fitoquimico de las fracciones restantes de los
fraccionamientos del extracto etandlico de la muestra de hojas secas de

Arctostaphylos pungens.

Estudiar muestras de hojas de pinglica provenientes de distintas regiones para
analizar la influencia de la regién geografica sobre el contenido metabdlico de

triterpenos.

Evaluar actividades bioldgicas de los compuestos aislados y elucidar su

mecanismo de accion.
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