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Resumen

Los estudios quimicos de la parte aérea y raices de Mimosa aculeaticarpa var.
biuncifera evidenciaron que esta especie produce (-sitosterol, estigmasterol,
lupeol, (+)-pinitol, galato de metilo, a-D-glucosa, B-D-glucosa cafeoato de metilo,
taxifolina, quercetina, escualeno y los acidos grasos palmitico, estearico, linoleico,
eicosanoico y docosanoico. Su identificacion se llevd a cabo mediante sus
propiedades fisicas y espectroscopicas, incluyendo RMN de *H y de *3C, y GS-
MS, asi como por comparacion con datos descritos. Dada la actividad biologica
conocida de los metabolitos identificados en las especies, este trabajo contribuye

a validar su empleo en medicina tradicional.

Por otro lado, el estudio quimico de la infusion de la especie Achyropappus
anthemoides condujo a la obtencién del p-hidroxibenzaldehido, el cual se
caracterizd mediante RMN de *H y de **C. Este compuesto arématico es, junto

con la vainillina, el responsable del agradable olor de la vainilla.

Ademas, la reaccion entre el B-sitosterol y el ibuprofeno en la presencia de
diciclohexilcarbodiimida generé el ibuprofenato de B-sitosterilo en buenos
rendimientos. El éster se caracterizO mediante sus propiedades fisicas y
espectroscopicas y se evaludé su actividad analgésica en modelo de raton. El

compuesto mejoro las propiedades analgésicas del ibuprofeno libre.



Abstract

Chemical studies of the aerial parts and roots of Mimosa aculeaticarpa var.
biuncifera showed that this species produces, B-sitosterol, stigmasterol, lupeol, (+)-
pinitol, methyl gallate, a-D-glucose, pB-D-glucose, methyl caffeate, taxifolin,
quercetin, squalene, and fatty acids such as palmitic, stearic, linoleic, docosanoic
and eicosanoic. Their characterization was achieved by their physical and
spectroscopic properties, including *H and **C NMR and GS-MS as well as by
comparison with published data. Given the known biological activity of the
metabolites identified in this species, this study contributes to validate their use in

traditional medicine.

Furthermore, a chemical study of the infusion from aerial parts of Achiropappus
anthemoides led to obtain p-hydroxybenzaldehyde, which was characterized by *H
and *C NMR. This aromatic compound is the main responsible for the pleasant

smell of vanilla, together with vanillin.

In addition, the reaction between pg-sitosterol and ibuprofen in the presence of
dicyclohexylcarbodiimide gave ibuprofenate of B-sitosterilo in good yields, which
was characterized by its physical and spectroscopic properties. The analgesic
activity of this compound was assessed in a mouse model and it improved the

activity of free ibuprofen.
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1. Introduccion

Los organismos necesitan transformar una gran variedad de compuestos
organicos para poder vivir, crecer y reproducirse. Estas transformaciones
requieren energia que la obtienen en forma de ATP y la presencia de sistemas
enzimaticos. El conjunto de reacciones especificas mediante el cual un organismo

fabrica sus propias sustancias y mantiene la vida se conoce como metabolismo.

Las moléculas mas importantes para la vida son las proteinas, los hidratos de
carbono, las grasas y los acidos nucleicos. A pesar de las caracteristicas
extremadamente diferentes de los distintos seres vivos, las rutas generales para
sintetizar y modificar estas sustancias son esencialmente las mismas para todos
con pequeilas modificaciones. Estos procesos se conocen como Metabolismo
Primario y los compuestos implicados en las diferentes rutas se conocen como
metabolitos primarios. Se denomina metabolismo secundario al conjunto de
procesos en el que participan compuestos con una distribucibn mucho mas
limitada y especifica segun el ser vivo. Los compuestos que participan en este
metabolismo se denominan metabolitos secundarios, son especificos de las
especies y son los que a partir de ahora definiremos como productos naturales.
Los metabolitos secundarios pueden ser considerados como productos para la

adaptacion de un organismo a sobrevivir en un ecosistema particular. La
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formacion de los metabolitos secundarios en la naturaleza tiene lugar a partir de

los metabolitos primarios.

La sintesis de los productos naturales comienza con la fotosintesis que tiene lugar
en plantas superiores, algas y algunas bacterias. Es un proceso endotérmico que
requiere de la luz solar. Aquellos organismos incapaces de absorber la luz
obtienen su energia de la degradacién de carbohidratos. La fotosintesis conduce a
carbohidratos, entre ellos y de manera importante a la glucosa, cuya glicolisis
conduce a tres intermediarios quimicos principales: la acetil coenzima A (acetil-
CoA), el acido shikimico y el acido mevalonico. A partir de estas sustancias se
biosintetizan los principales grupos de compuestos naturales como son los acidos
grasos, policétidos, terpenos, esteroides, alcaloides, cumarinas, lignanos, entre
otros. Algunos esqueletos de productos naturales se generan utilizando
fragmentos que provienen de mas de una ruta especifica tal es el caso de los

flavonoides que se forman a partir de la ruta del acetato y del &cido shikimico.*

Los productos naturales pueden ser Gtiles por sus posibilidades directas como
agentes terapéuticos, dado que sirven como modelos para la preparacién de
sustancias bioactivas, o se usan como materia prima para la sintesis de
sustancias de interés farmacoldgico a nivel industrial. En un estudio reciente se ha
analizado el origen los nuevos farmacos aprobados por la FDA (Food and Drug
Administration) entre 1981 y 2008. De este estudio se desprende que un 57.7%

tuvieron su origen en productos naturales o sus derivados.?
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Las investigaciones quimicas que involucran el conocimiento de los productos
sintetizados a partir del metabolismo secundario de las plantas son muy
importantes para numerosas disciplinas tales como la fisiologia, la bioquimica, la
quimiotaxonomia, la biotecnologia de las plantas y la farmacognosia.
Posiblemente la aplicacion mas importante de la investigacion fitoquimica es la
dirigida hacia el campo de la farmacognosia, la cual es una rama de la ciencia
farmacéutica que se enfoca a los productos naturales (principalmente vegetales) y
a sus componentes que demuestren actividad biolégica y sean, por consiguiente,

utilizados en la terapia contra diversas enfermedades.

Lo anterior resalta la importancia de llevar a cabo estudios biolégicos y quimicos
sobre productos naturales, dado que siempre han contribuido al conocimiento de
sustancias altamente promisorias (principios activos) para la prevencion y control
de varias enfermedades como las causadas por bacterias, virus, hongos y
parasitos, asi como las consideradas como cronico-degenerativas entre las que se
incluyen el cancer y la inflamacion. En este sentido, en el presente trabajo se
consideré el estudio quimico de Mimosa aculeaticarpa var. biuncifera y de
Achyropappus anthemoides, con la finalidad de complementar su estudio quimico
y contribuir al conocimiento sobre la composicion quimica de estos géneros. En
adicion, se plante6 la preparacion y evaluacion analgésica de un éster de
ibuprofeno y g-sitosterol para comparar el efecto analgésico de este compuesto

contra el ibuprofeno libre.
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2. Antecedentes

2.1 Especies de Mimosa

El género Mimosa contiene alrededor de 500 especies distribuidas en regiones
tropicales, en su mayoria en América del Sur y América Central, encontrandose
pocos representantes en América del Norte, Africa, sur de Asia y algunos
endemismos en Madagascar, por lo que se les considera en su mayoria de origen
americano. Este género ha sido considerado por Barneby (1991) en 5 secciones,
de las cuales Mimosa se divide en series y éstas en subseries.?

Estas plantas, consideradas como originarias de América del Sur, crecen en
suelos blandos bien drenados con importante presencia de arena, resisten el
invierno, siempre y cuando no se alcancen temperaturas cercanas a los cero

grados y florecen durante la primavera y gran parte del verano.?

De manera general, las flores de esta planta son de color rosaceo y tienen una
forma redondeada que hacen que sea facil de reconocer, como por ejemplo M.

pudica (Figura 2.1).*
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Figura 2.1. Imagenes de Mimosa pudica.

Bajo la denominacion de Mimosa se pueden encontrar varias especies de plantas
de forma herbacea, de arbusto o de arbol, tanto de hoja perenne (vegetal que dura
mas de tres afilos) como caduca (6rganos poco durables y que se desprenden
peribdicamente de la planta), entre las que destacan M. pudica, M. spegazzinii, M.

sensitiva, M. tenuiflora, M. pigra y M. rubicaulis.*

En el estado de Hidalgo crecen las siguientes especies de Mimosa.

M. aculeaticarpa var. biuncifera Benth. M. leucaenoides Benth.
M. aculeaticarpa Orth. M. puberula Benth.

M. albida H. & B. ex Willd. M. pudica L.

M. depauperata Benth. M. tenuiflora Benth.

Pocos estudios quimicos se han llevado a cabo sobre estas especies, siendo M.

pudica la mas estudiada y de la cual se han aislado varias sustancias que se


http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/1/1a/Starr_040209-0118_Mimosa_pudica.jpg
http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/1/1a/Starr_040209-0118_Mimosa_pudica.jpg
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consideran responsables del movimiento de sus hojas (movimiento

seismonastico).’

M. tenuiflora, conocida como Tepezcohuite (o arbol de piel) ha sido usada para el
tratamiento de quemaduras y la prevencion de la inflamacion. Se observéd que en
quemaduras importantes, con mas del 60% de la piel destruida, la epidermis se
reconstituia con rapidez. La primera cicatrizacion aparecia al cabo de 15 dias y 26
dias después, los quemados tenian una piel nueva. Al término de un ciclo de 90
dias, la piel se reconstituia de manera idéntica con su material celular, su potencial
pigmentégeno y su sistema piloso sin ninguna traza ni secuela.” Actualmente, el
extracto de la corteza del Tepezcohuite forma parte de la composicion de
numerosos productos dermocosméticos con propiedades cicatrizantes y

regeneradoras.

En un estudio quimico sobre la especie mexicana de M. tenuiflora se identificaron
dos chalconas, la kukulkamina A y B y glicésidos tritérpenicos, mientras que otro
estudio sobre la especie brasilefia condujo a la dimetiltriptamina (nigerina),
sustancia controlada con efecto enteogénico que se ha considerado en desuso,

aunque aun se puede encontrar.®

De M. pigra, estudiada por investigadores de origen francés y ha sido colectada
en Puerto Rico, se aislaron saponinas triterpénicas glicosidadas que contienen

residuos del acido cinamico y del &cido p-metoxicinamico.’
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2.2 Mimosa aculeaticarpa var. biuncifera

Mimosa aculeaticarpa var. biuncifera) (sinonimia M. biuncifera; M. aculeaticarpa)
es un arbusto abundante en las zonas semiaridas del estado de hidalgo, donde se
le conoce como “ufia de gato” (catclaw mimosa).® Se le considera como especie
multiusos, debido a que tiene uso medicinal para infecciones producidas por

8,9,10

hongos, combustible, cerca viva y se ha propuesto para la restauracion

ecoldgica.™

Figura 2.2. Imagen de M. aculeaticarpa var. biuncifera

10



Awntecedentes

Hasta nuestro conocimiento, la especie no cuenta con estudios quimicos, excepto
por un reporte preliminar por nuestro grupo de trabajo en forma de tesis de

licenciatura.*

La actividad antibacteriana de los extractos la parte aérea de M. aculeaticarpa var.
biuncifera fue evaluada contra bacterias Gram positivas y Gram negativas,
mostrando actividad moderada. Adicionalmente, el extracto de AcOEt de la parte
aérea de la especie mostré actividad antioxidante importante (capacidad de
captura de radicales libres) en estudios usando las técnicas ABTS y DPPH. Dicha
capacidad fue comparable con el acido ascorbico (Vitamina C) y Trolox (Figura

2.3).18

Parte aérea

Extractos |
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Figura 2.3. Actividad antioxidante de los extractos de Mimosa aculeaticarpa var.

biuncifera

11
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Algunos de estos extractos se sometieron a un estudio quimico, el cual condujo al
aislamiento de metabolitos primarios y secundarios conocidos (Figura 2.3).* Sin

embargo, no se complementaron sus datos fisicos y espectroscopicos.

Lupeol Taxifolina Quercetina

Figura 2.4. Metabolitos aislados de Mimosa aculeaticarpa var. biuncifera

2.3 Achyropappus anthemoides

Achyropappus anthemoides (Figura 2.5) es una planta herbacea anual, de 10 a 60
cm de alto; tallos erectos, ramificados, hispidulos con pelos aplicados y ademas
provistos de pelos glandulosos erectos; hojas con peciolos hasta de 2 cm de largo,
base envainante, laminas hasta de 6 cm de largo, bi a triternadamente divididas en
segmentos lineares a oblongos, de 5 a 12 mm de largo, hispidulos y a menudo
con pelos glandulares; cabezuelas con pedinculos de 1 a 5 cm de largo, con
pelos glandulares; involucro hemisférico, de 4 a 5 mm de alto, de 7 a 8 mm de
ancho, sus bracteas obovadas, de 2 a 2.5 mm de ancho; flores periféricas 5,
blancas o amarillas, ligulas de 3 a 6 mm de largo, oblongas a orbiculares; flores

centrales 30 a 40, corola con la garganta anchamente campanulada, de 2 a 3 mm

12
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de largo; aquenios de 2 a 3 mm de largo, negruzcos, hispidulos a glabrescentes;

vilano con escamas de 0.5 a 0.8 mm de largo, de apice redondeado

Figura 2.5. Imagenes de Achyropappus anthemoides.

Esta especie tiene presencia esporadica en pastizal, bosque de pino-encino y en
la vegetacion secundaria, crece en alturas de 2000-2600 m., florece de junio a
noviembre. Se ha reportado en San Luis Postosi, Guanajuato, Querétaro, Hidalgo,
Estado de México, D.F. y Tlaxcala. Dada su rareza, la especie es vulnerable a la
extincion.**

Hasta donde es de nuestro conocimiento no existen estudios quimicos de esta

especie.

13
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2.4 Fitoesteroles

Los fitoesteroles son componentes naturales de las plantas y son parte del amplio
grupo de isoprenoides. En las células vegetales, contribuyen a la regulacion de la
fluidez y permeabilidad de las membranas celulares, son sustratos para la sintesis
de numerosos metabolitos secundarios de las plantas y actiGan como precursores
biogénicos de compuestos que intervienen en el crecimiento. Los fitoesteroles son
estructuralmente relacionados con el colesterol.™

Son compuestos no nutritivos cuya estructura quimica difiere de la del colesterol
s6lo por modificaciones menores. Sin embargo, sitosterol y campesterol son los
esteroles vegetales mas frecuentes y constituyen aproximadamente el 60% y 35%,
respectivamente, de los esteroles vegetales en los alimentos.

Los estanoles, son la forma saturada de esteroles vegetales, lo que significa que
no presentan doble enlace en el anillo esterol. La saturacion de sitosterol, el
esterol vegetal mas comun, da lugar a sitostanol; y la saturacion de campesterol
da lugar a campestanol.™

Los principales esteroles encontrados en plantas son el 3-sitosterol, estigmasterol
y campesterol (Figura 2.6) que son 24-etil y el 24-metil analogos del colesterol. En
el caso de estigmasterol contiene ademas una insaturacion en la cadena lateral,

un doble enlace de estereoquimica trans en C-22, una caracteristica vista muchas

veces en esteroles vegetales pero nunca en mamiferos.

14
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Los esteroles son consumidos en la dieta diaria de las personas y las
estimaciones de rango de absorcion intestinal van de 0.4-5% y de 0.02—-0.3% para
Su contraparte saturada. En consecuencia, las concentraciones de estanoles en
suero son inferiores a las concentraciones de esteroles vegetales. La baja
absorcién de los esteroles se debe, posiblemente a la poca afinidad con acil-CoA-
colesterol-O-aciltransferasa (ACAT) para estos componentes. Como esteroles
esterificados son incorporados a los quilomicrones, y la absorcién de esteroles no

esterificado es consecuentemente baja.*®

Los fitoesteroles son abundantes en verduras cargadas de grasa, productos
vegetales y aceite de oliva, pero también en las frutas secas. Aunque el colesterol
y fitosteroles son estructuralmente similares, se metabolizan de manera diferente.
En contraste con el colesterol, los fitosteroles no son sintetizados en el cuerpo y
son Unicamente de origen dietético. Una dieta normal occidental contiene
aproximadamente 200 a 500 mg de colesterol y de 200 a 400 mg de esteroles

vegetales, y alrededor de 50 mg de estanoles.

En la naturaleza, se han descrito mas de 200 tipos diferentes de esteroles
vegetales en diferentes especies de plantas, siendo los mas abundantes el -
sitosterol, campesterol y estigmasterol, constituyendo el 95-98% de los

fitoesteroles identificados.

15
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B-sitosterol campesterol

Figura 2.6. Estructuras del colesterol, estigmasterol, B-sitosterol y campesterol.

Los fitoesteroles forman parte de la membrana de las células de las plantas. Estos
compuestos también son abundantes como esteroles glucosidados y ésteres de
esteroles glucosidados, B-sitosterol representa 83% de los glicolipidos en harina
de garbanzos desgrasada. En general, las personas ingieren fitoesteroles de su
dieta diaria (160—400 mg/dia), por lo que la concentracion fisioldgica en la sangre
humana puede ser mantenida relativamente constante consumiendo una dieta
enriquecida en fitoesteroles. Los estudios hasta el momento no han demostrado
ningun efecto secundario de los fitoesteroles, estos ya han sido usados para bajar
niveles de lipido de sangre en humanos previniendo enfermedades
cardiovasculares.®

En septiembre de 2000, la Food and Drug Administration (FDA) emitié una norma
provisional que permite una declaracion de propiedades saludables para reducir el
riesgo de enfermedad coronaria de los alimentos que contienen fitosteroles y son
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bajos en grasas saturadas y colesterol. En el 2001, el panel de expertos del
National Cholesterol Education Program (NCEPATP lll) recomendd alimentos
funcionales enriquecidos con fitosteroles como parte de una estrategia de
prevencion dietética Optima en la prevencion primaria y secundaria de
enfermedades cardiovasculares. La American Heart Association (AHA) ve a los
fitoesteroles “como una opcion terapéutica para los individuos con elevados
niveles de colesterol”.

Desde entonces otras sociedades tales como la Sociedad Espafola de
Cardiologia, la Asociacion de Clinicas y Nutricionistas de Salud Publica de
Finlandia y la Fundacién Nacional del Corazén en Australia, han identificado a los
fitoesteroles como una opcidn adicional dietética importante en la gestion de

hipercolesterolemia.™

2.4.1 Actividad bioldgica de los fitoesteroles.

B-sitosterol es el mas estudiado de los fitoesteroles, se encuentra en diversidad de
frutas, vegetales y semillas y se le atribuyen una gran variedad de propiedades
farmacoldgicas. Tiene un peso molecular de 414.7 g/mol y su férmula molecular es
Co9Hs500, y como ya se mencion0, tiene una estructura quimica muy similar al
colesterol. Ademas bloquea la absorcion del colesterol lo que resulta en niveles
mas bajos de colesterol sérico y también evita la oxidacion del colesterol LDL,

reduciendo asi el riesgo de aterosclerosis. Se ha utilizado para tratar problemas de
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la préstata tales como la hipertrofia prostatica benigna y ayuda a aumentar el flujo
de orina; por lo tanto, puede reducir el crecimiento de la glandula prostatica, asi
como la inhibicion de las células de cancer de colon y la alteracién de los lipidos

de membrana.

Otras funciones importantes incluyen el control de azlcar sanguinea y los niveles
de insulina en la diabetes de tipo Il, ademas de ayudar a prevenir la debilidad
inmune temporal que tipicamente ocurre durante la recuperacion del ejercicio de
resistencia. También es un antioxidante y antiinflamatorio activo capaz de reducir
el dafio en el ADN, reducir el nivel de radicales libres en las células, estimular la

produccion de linfocitos y aumentar el nivel de antioxidantes.*’

Las células cuando se tratan con diferentes concentraciones de [B-sitosterol
también muestran cambios tipicos de apoptosis, cambios morfologicos y dafios al
ADN. La dosis eficaz de B-sitosterol usado en estudios de cancer es de 4-70 yM
en sangre humana. Asi el p-sitosterol probablemente puede ser usado como un
agente preventivo contra cancer en el futuro. Algunos estudios revelan que en
zonas donde el consumo de productos derivados de soya es elevado, se ve
disminuido el indice de cancer de prostata y colon. Esto es debido a que los
acidos biliares pueden ser promotores de cancer de colon y un efecto indirecto del
consumo de esteroles es la disminucién en la secrecidbn de acidos biliares.
Ademas, estudios in vitro revelan un posible efecto protector de (3-sitosterol sobre
la proliferacion de células epiteliales de colon, como un marcador para
carcinogénesis. Ademas -sitosterol inhibe el crecimiento de HT-29 una linea

celular de cancer en humanos.
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En cuanto a los efectos que los esteroles pudiesen tener en la membrana, se ha
demostrado que los esteroles y estanoles son incorporados a la membrana

celular, no se present6 efecto del 8-sitosterol en la fluidez de la membrana.*®

2.5 Colesterol

El esterol mds comunmente encontrado en mamiferos es el colesterol, ademas es
precursor de otras estructuras esteroidales como algunas hormonas vy
corticosteroides. Pese a tener consecuencias perjudiciales en altas
concentraciones, es esencial para crear la membrana plasmatica que regula la

entrada y salida de sustancias que atraviesan la célula.

El colesterol es un derivado del ciclopentano perhidrofenantreno, en el carbono 17
tiene una cadena lineal de ocho carbonos, posee un doble enlace entre el carbono
5y el 6, ademas posee un grupo OH en el carbono 3, en el cual le confiere un
pequefio caracter polar (Figura 2.6). Su importancia estructural radica en mantener
la membrana plasmatica, la cual necesita incorporar colesterol para mantener su
fluidez. Esta molécula diferencia los procariotas de las eucariotas, los procariotas
no tienen colesterol, sin embargo, los eucariotas si. Es una molécula indicadora de

mejora evolutiva.

En lo que se refiere a importancia metabodlica el colesterol es precursor de

hormonas esteroideas (mineral-corticoides, glucocorticoides, hormonas sexuales),
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permite la formacion de acidos y sales biliares (para la digestion de grasas),
ademas de ser precursor de algunas vitaminas como la vitamina D que participa
en el metabolismo fosfo-calcio. El colesterol puede esterificarse con un &cido
graso dando lugar a un éster de colesterol. El transporte de colesterol se realizara,
por tanto unido a proteinas transportadoras. El colesterol total en sangre puede
estar unido a proteinas transportadoras (LDL, HDL) o disuelto en pequefa

cantidad.

2.6 Efectos de los fitoesteroles en la absorcidon del colesterol

Datos epidemiolégicos indican que el consumo de granos Yy legumbres,
disminuyen la tasa de mortalidad por enfermedades cardiovasculares. Niveles
elevados de colesterol de baja densidad en suero (LDL) son la principal causa de
enfermedades cardiovasculares, estudios revelan que la reduccion de un 1% de

colesterol LDL resulta en un una reduccion del 1% de mortalidad cardiovascular

Diferentes mecanismos se han sugerido para explicar la disminucion del colesterol
por accion de los fitoesteroles. Primeramente, los fitoesteroles pueden desplazar
al colesterol de las micelas mixtas, sin embargo estos son mas hidrofobicos que el
colesterol. Este reemplazo causa una reduccién en la concentracion de colesterol
micelar y consecuentemente una disminucion en la absorcion del colesterol.
Posteriormente los fitosteroles reducen la velocidad de esterificacién del colesterol

en el enterocito y consecuentemente la cantidad del colesterol excretado via los
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quilomicrones. Los efectos de los fitoesteroles sobre la absorcion del colesterol

continGian varias horas después de la ingestién.**

2.7 Inflamacion

La inflamacion es la respuesta del sistema inmunolégico de un organismo, al dafio
causado a sus células y tejidos vascularizados por patdégenos bacterianos o por
cualquier otro agresor de naturaleza bioldgica, quimica, fisica 0 mecénica. Aunque
dolorosa, la inflamacién es una respuesta reparadora y un proceso que implica un
enorme gasto de energia metabdlica. En ocasiones, transcurre hacia una situacion
cronica que suele dar lugar a una enfermedad degenerativa como artritis,
arteriosclerosis o incluso, cancer. También puede acompafiarse de una respuesta
generalizada llamada “respuesta de fase aguda”, caracterizada por un cuadro
clinico pasajero de sensacion de malestar, fiebre y modificacion del perfil de las
proteinas y leucocitos circulantes. En ciertos casos, la inflamacion aguda local
provoca una reaccion organica generalizada conocido como “sindrome de
respuesta inflamatoria sistémica” que, en una secuencia de reacciones a modo de
espiral sin control (inflamaciéon maligna), conduce al fracaso funcional de los

6rganos y sistemas que puede provocar la muerte del individuo.?

El sistema inmune es el encargado de eliminar a los microorganismos patdégenos o

al tejido deteriorado cuando existe una infeccion o algun dafio tisular. Al sitio
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donde ocurre la agresion, arriban diversos tipos celulares del sistema inmune
innato que producen factores solubles que desencadenan el proceso fisiolégico de
la inflamacion. Esta primera fase es general e inespecifica y es seguida por la
respuesta inmune adaptativa que gracias a la generacion de anticuerpos es
altamente especifica. Los signos caracteristicos de la inflamacion han sido
definidos con las palabras: calor, dolor, rubor y tumor, aunque el fenémeno ya era
conocido desde la época de los griegos. Actualmente sabemos que estos signos
son inducidos por la accién de factores solubles, entre los que destacan las
citocinas y las quimiocinas. Las citocinas son proteinas que funcionan como
sefiales que regulan tanto el crecimiento como la maduracion de los diferentes
tipos celulares que participan en el proceso inflamatorio; por su parte, las
quimiocinas también son proteinas cuya accion es atraer a las células del sistema
inmune al sitio dafiado, tanto las citosinas como las quimiocinas son reconocidas
por receptores especificos que se encuentran en la membrana de los elementos

celulares reclutados.?

2.7.1 Mediadores de la inflamacion

Numerosos estudios sefalan la importancia del reclutamiento de leucocitos en el
foco inflamatorio a partir del grupo circulante. Sin embargo, una rapida respuesta
requiere células centinelas estacionadas en los tejidos. Los macrofagos y

especialmente los mastocitos, cumplen tal funcion. Los mastocitos perivasculares

22



Awntecedentes

responden a los neuropéptidos liberados por las terminaciones nerviosas dafiadas
y estimuladas liberando histamina, triptasa y otras proteasas asi como TNF-a
preformados, eicosanoides nombre dado a las prostaglandinas inflamatorias,
tromboxanos y leucotrienos, citoquinas y quimioquinas neoformadas. Histamina,
eicosanoides y triptasas causan vasodilatacion responsable del calor y rubor

inflamatorio y extravasacién responsable del tumor o edema inflamatorio.?

2.7.2 Metabolitos del 4cido araquidonico

El acido araquidonico (AA) (Figura 2.7) es un derivado del acido linoléico, con
muchos enlaces dobles, que se encuentra normalmente esterificado en forma de
fosfolipido en las membranas celulares. EI AA se libera por accion de las
fosfolipasas celulares, a partir de cualquier célula activada, estresada o a punto de

morir por necrosis.

Figura 2.7. Estructura quimica del &cido araquidonico.

Las prostaglandinas son los miembros de un grupo de compuestos de lipidos

derivados enzimaticamente a partir de acidos grasos. Se metabolizan
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rapidamente, actlan localmente y estan involucradas en muchos procesos que
causan la inflamacion después de una lesion o enfermedad, regulan la contraccion
del Utero, afectan a la constriccion y la relajacion de los vasos sanguineos y estan
implicadas en la agregacion de las plaquetas de la sangre. Las prostaglandinas se
encuentran en la mayoria de tejidos y 6rganos y se producen por todas las células
nucleadas, excepto por los linfocitos, a partir de acidos grasos esenciales como el

acido y-linolénico, acido araquidonico y el acido eicosapentanoico.

La biotransformacion subsiguiente de acido araquidénico es catalizada por la
prostaglandina G2/H2 sintasa, resultando en la formacion secuencial de
prostaglandina G2 (PGG2) y prostaglandina H2 (PGH2) a través de las actividades
de la proteina ciclooxigenasa (COX). Sintasas de prostaglandina especificas de
tejido convierten PGH2 a otras prostaglandinas y tromboxano que tienen
diferentes funciones en diversos tejidos. Por ejemplo, PGD2 esta implicado en la
regulacion del suefio y reacciones alérgicas; PGF2 controla la contraccion del
Utero y de la broncoconstriccion, y el tromboxano A2 (TXA2) estimula la
constriccion de los vasos sanguineos e induce la agregacion plaquetaria. La
prostaciclina (PGI2) dilata los vasos sanguineos, inhibe la agregacion plaquetaria,
y puede proteger contra el dafio a la mucosa del estbmago; prostaglandina E2
(PGE2) esta implicada en el dolor, la inflamacion y la fiebre, también actla para

evitar dafios en el estémago.?*
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Figura 2.8. Estructura quimica de prostaglandina, tromboxano y prostaciclina.

2.8 Dolor

El dolor es definido como “una experiencia sensorial y emocional desagradable
asociada a una lesion tisular real o potencial’. El dolor puede clasificarse como
agudo o crénico y su diferencia no es Unicamente una cuestion de temporalidad.
El dolor agudo es la consecuencia inmediata de la activacion de los sistemas
nociceptivos por una noxa, tiene al menos tres funciones: 1) advertir al individuo la
existencia de un dafio tisular real, 2) advertir de la probabilidad de que el dafio
tisular esta a punto de producirse mediante la realizacion de un estimulo que tiene
el potencial de causar dafios y 3) advertir al individuo de peligro tan pronto exista
para cualquiera de sus miembros. Tiene funcidn de proteccién bioldgica (alarma a

nivel del tejido lesionado). Los sintomas psicolégicos son escasos Yy limitados a
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una ansiedad leve. Es un dolor de naturaleza nociceptiva y aparece por la
estimulacién quimica, mecanica o térmica de nociceptores especificos.

Por su parte, el dolor cronico, no posee una funcidén protectora y mas que un
sintoma se considera como una enfermedad. Es un dolor persistente que puede
autoperpetuarse por un tiempo prolongado después de una lesion, e incluso, en
ausencia de ella. Suele ser refractario a los tratamientos y se asocia a importantes
sintomas psicologicos.

En funciéon de los mecanismos fisiopatologicos, el dolor puede diferenciarse en
nociceptivo o neuropatico. El primero es la consecuencia de una lesion somatica o
visceral, mientras que el segundo es el resultado de una lesion y alteraciéon de la
transmision de la informacién nociceptiva a nivel del sistema nervioso central o

periférico.

2.8.1 Antiinflamatorios no esteroideos

Los antiinflamatorios no esteroideos (AINES) son un grupo de medicamentos
ampliamente usados para tratar el dolor, la inflamacion y la fiebre. En este grupo
se incluyen medicamentos tan conocidos y usados como el acido acetilsalicilico,
ibuprofeno, indometacina, diclofenaco, piroxicam (Figura 2.9). Se trata de
farmacos que se han utilizado para aliviar la inflamacion aguda y cronica,
contribuyendo de forma muy importante a mejorar la calidad de vida del ser

humano puesto que son de gran utlidad para controlar enfermedades
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incapacitantes como las enfermedades reumaticas. Hay que destacar que ademas
tienen una gran utilidad por su potencial como antiagregante, es decir, poseen la
propiedad de disminuir la capacidad de las plaguetas para unirse y formar
trombos. Por esa capacidad se usan en la prevencion y tratamiento de
enfermedades vasculares tan importantes y tan prevalentes en la actualidad como

el infarto de miocardio o los accidentes vasculares cerebrales.

Cl
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Acido acetil salicilico Indometacina Piroxicam Diclofenaco

Figura 2.9. Principales AINE’s.

2.8.2 Ibuprofeno

El ibuprofeno es un AINE perteneciente al subgrupo de los derivados del acido
propionico (Figura 2.10), que posee actividad antiinflamatoria, antipirética y
analgésica eficaz. Es probablemente la molécula méas estudiada clinicamente
entre todos los AINES, su popularidad ha aumentado recientemente a expensas

del descubrimiento del polimorfismo de las cicloxigenasas y su aplicacion a la
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clinica con los coxibs, pues ha sido usado como el comparador en muchos

estudios en la era de la investigacion epidemioldgica moderna.

CHs (0] CHs
HyC 0 ~cooH OH
CHgj oH H?’C\O O O o
CHj3
(R, S)Ibuprofeno Naproxeno Ketoprofeno

Figura 2.10. Derivados del acido propionico.

Como se menciond anteriormente, el sistema enzimatico de cicloxigenasas (COX)
cataliza la conversibn del acido araquidonico en prostaglandinas (PGs)
biol6gicamente activas dentro de multiples procesos homeostasicos en casi todos
los 6rganos del cuerpo (proteccion gastrointestinal, homeostasis renal, funciones
uterinas, regulaciéon de la temperatura y hasta del ritmo circadiano). Las
prostaglandinas y otras citoquinas regulan los procesos reparativos
correspondientes a la respuesta inflamatoria periférica y la consecuente
sensibilizaciéon neuronal y dolor. Al inhibir la COX y regular a la baja la produccién
de las PGs, los AINEs adquieren sus indicaciones terapéuticas, disminuyen la
inflamacion reduciendo la hiperalgesia inflamatoria (analgesia periférica), vy
regulando respuestas neuronales basales (antipiresis), asi como procesos de
transmision neuronal nociceptiva en el sistema nervioso central (hiperalgesia
neurogénica secundaria: “analgesia central”’). Semejante diferencia y variabilidad

de efectos dependen en primer lugar del 6rgano o funciones donde intervenga la
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enzima y en segundo lugar de su capacidad estructural de adaptacién a varias
funciones (el llamado polimorfismo). El sistema COX es una familia de isoenzimas
(hasta ahora conocidas COX1, COX2, COX3) que son a la vez constitutivas, es
decir que participan en funciones normales y también son inducibles (aumentan su
cantidad y efecto como el caso de la COX2 en inflamacion). La diferencia de un
AINE en el perfil de inhibicibn sobre cada una de las tres isoenzimas es
probablemente la responsable de la eficacia en sus efectos terapéuticos e

indeseables. El ibuprofeno es capaz de inhibir a las tres.

Los AINEs son rapidamente absorbidos por via oral. En el caso del ibuprofeno
muestra concentraciones de 20-40 ug/mL después de una dosis oral de 400 mg,
alcanzando la concentracion pico en 1-2 horas, disminuyendo a 5 ug/mL 6 horas
después. El tejido sinovial esta altamente vascularizado y recibe la droga a través
de la circulacién, sin embargo la concentracién en el liquido sinovial es un poco
mas lenta en alcanzar las concentraciones pico, posteriormente tiende a ser mas
alta en el liquido sinovial que en el plasma. El tiempo que toma el equilibrio de las
concentraciones entre plasma y liquido sinovial se correlaciona bien con las vidas
medias de los AINEs. Tras suministrar dosis multiples de 400 mg/8 h o 3 veces al
dia (1200 mg/dia) durante dos dias a 15 pacientes con artritis, las concentraciones
medias de ibuprofeno en plasma fueron de 20 ug/mL, con una media de
concentracion sinovial de 7.5 pg/L. El farmaco libre difunde a través de las
membranas celulares y se une a la COX. La proporcion de farmaco libre se vera

afectada por multiples factores, como la concentracion plasmatica de albumina,
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sexo, edad, interacciones con otros farmacos a este nivel, y alteraciones hepaticas

o renales.

Se metaboliza por conjugacién u oxidacion en el higado, se excreta normalmente

por via urinaria, bien por filtracién glomerular o bien por secrecion tubular.?®

2.8.3 Efectos secundarios del ibuprofeno

En el manejo del dolor agudo y posoperatorio los efectos secundarios de dosis
Unicas de ibuprofeno no se diferencian del placebo, en un metanalisis de cinco
estudios aleatorios y controlados para el tratamiento de la migrafia aguda su
utilizacién en plazos cortos no presenté efectos adversos importantes en dosis
menores de 1600 mg/dia. Sin embargo, cuando se trata de la administracion
cronica de los AINE'’s, la incidencia comparativa de los efectos secundarios graves
puede llegar a ser diferente entre las diferentes moléculas debido en parte a
caracteristicas farmacodinamias intrinsecas (su perfil de selectividad sobre las tres
ciclooxigenasas) y en forma probablemente mas importante a las caracteristicas

farmacocinéticasindividuales.?®

Las complicaciones graves representan la mayor amenaza, especialmente en las
poblaciones de riesgo. La administracion de ibuprofeno como todos los AINE'’s
puede producir erosiones gastricas, Ulceras, sangrado y muerte por hemorragia

gastrointestinal, sin embargo su administracion a largo plazo se correlaciona con
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una menor incidencia de sangrado intestinal comparada con otros AINE’s. El fallo
renal agudo es un evento que puede ser precipitado por la exposicion a AINE’s en
pacientes de edad avanzada, con enfermedad renal o cardiaca pre-existente, con
terapia de diuréticos de asa o0 en aquellos que hayan perdido el 10% o mas de

volumen sanguineo.?

Estudios recientes demuestran que una administracion diaria de ibuprofeno reduce
el riesgo de céancer de pulmon. Algunos derivados de ibuprofeno tales como los
fosfo-ibuprofeno (PI1), han demostrado mejorar la eficacia del ibuprofeno en la
inhibicion del crecimiento de algunas lineas celulares in vitro de cancer de colon y
en cancer de colon humano injertado en raton, sin dafio gastrointestinal

significativo.?®

2.9 Estudios de comportamiento

La experimentacién con animales o experimentacion ‘in vivo" es el uso de
animales no humanos en experimentos cientificos. La mayoria de animales son
criados para este fin y sacrificados después de usarlos en un experimento.
Estudios experimentales concisos sobre animales son a menudo denominados
como “estudios de comportamiento”, es decir el estudio de las respuestas a
impulsos externos. Los estudios de comportamiento que son utilizados para el
estudio de nocicepcion constituyen un sistema de “entrada-salida” que funciona

via “cajas negras”. Como resultado, se describen caracteristicas mas especificas,
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en la entrada el estimulo aplicado por el investigador, y en la salida la reaccién del
animal. Asi, estas pruebas deben ser una contabilidad de las respuestas, segun la

naturaleza del estimulo el cuél puede ser eléctrico, térmico, mecanico o quimico.?’

Estimulo eléctrico. La aplicacion de un estimulo eléctrico tiene como ventaja ser
cuantificable, reproducible y no invasivo, produce sefiales sincronizadas aferentes.
Pero también tiene serias desventajas, la méas importante de ellas, la intensa
excitacién por estimulos eléctricos en una forma no diferencial de las fibras, entre
ellas un gran diametro de fibras que no estan directamente implicados en la

respuesta antinociceptiva.

Estimulo térmico. El calor es mas selectivo en la ruta de los receptores de
estimulos cutaneos, por lo tanto, categorias especificas de los axones periféricos,
incluyendo las fibras nociceptivas y termosensibles, pueden ser excitadas. Sin
embargo, el poder calérico de los simuladores que se utilizan generalmente es
débil, generando una limitacion de este método. De hecho, la velocidad de la
calefaccion cutanea inducida de esta manera es lenta (10°C/s), lo que resulta en

un asincrona de la activacién de las neuronas periféricas y centrales.

Estimulo mecanico. La aplicacién de un estimulo mecénico puede ser progresiva
0 gruesa. Las respuestas producidas por estimulos mecénicos nocivos estan
graduadas en relacion con la intensidad y/o la duracion del estimulo, a través de
los reflejos desde vocalizaciones hasta conductas motoras complejas. El estimulo

es detenido tan pronto como se obtiene una respuesta.
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Estimulo Quimico. La estimulacién quimica implica la administracién de agentes
algogenicos y representa forma de estimulacién lenta, incluso muy lenta. A este
respecto, los estimulos quimicos son claramente diferentes de otras formas de
estimulacién; también son progresivos, son de mayor duracién y tienen un caracter
ineludible una vez que se han aplicado. Como resultado dan un tipico reflejo, lo
que exigira un nivel minimo de sincronizacion de la actividad de los nervios

aferentes o sensoriales primarios.?’

+ Writhing test. La prueba de contracciones abdominales o Writhing test es
un meétodo quimico utilizado para inducir dolor de origen periférico mediante
inyeccion de principios irritantes como fenilquinona o acido acético en ratones. La
actividad analgésica del compuesto de ensayo se relaciona con la disminucién en
la frecuencia de las contracciones. Las manifestaciones de contracciones
abdominales en ratones fueron descritas como un arqueo de la espalda, la
extensiéon de las extremidades traseras y la contraccion de la musculatura

abdominal.

Las contracciones generadas por la administracién parenteral de acido acético en
ratones, son debidas al dolor profundo de la naturaleza enddgena y que se repiten
durante un periodo prolongado de tiempo. Debido a la naturaleza irritante, estos
principios también son propensos a inducir lesiones. Writhing es una respuesta
abierta al intenso dolor inducido por principios irritantes a través nociceptores
caracterizados por episodios de retraccién del abdomen y el estiramiento de las

extremidades posteriores. Las sefiales transmitidas a sistema nervioso central en
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respuesta al dolor debido a la irritacion, causa la liberacidbn de mediadores tales

como prostaglandinas que contribuye a la mayor sensibilidad a los nociceptores.?®

El método consiste en administrar el agente irritante y observar a los individuos
por lapsos de tiempo de 5 minutos, llevando un conteo de las contracciones

abdominales presentadas. Al término de 30 min, se detiene dicho conteo.
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3. Objetivos

3.1 Objetivo General

Contribuir al conocimiento de nuevos principios activos antiinflamatorios y

anticancerigenos, mediante el estudio quimico y biolégico de especies medicinales

o modificaciones estructurales a moléculas de interés.

3.2 Objetivos Especificos

Llevar a cabo el estudio quimico de Mimosa aculeaticarpa var. biuncifera y
de Achyropappus anthemoides para la obtencidén y caracterizacion de sus
principales metabolitos secundarios, empleando técnicas cromatograficas

asi como métodos fisicos y espectroscopicos.

Preparar y caracterizar el éster ibuprofenato de g-sitosterilo mediante
reacciones de esterificacion rutinarias y métodos espectroscopicos, para el
analisis de su actividad analgésica y compararla con el ibuprofeno libre en

un modelo de ratén.
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4. Justificacion

La inflamacién es un importante problema de salud publica en el mundo, que trae
como consecuencia varios padecimientos como el dolor o la artritis y en el caso de
una inflamacién croénica, puede conducir a cancer. Aunque existen en el mercado
farmacos con propiedades antiinflamatorias y analgésicas, se conoce que éstos en
ocasiones no son muy efectivos, que causan efectos secundarios y muchas veces
son de costo elevado. Entonces se vuelve importante la investigacion enfocada a
la obtencién de nuevos principios activos para tratar este padecimiento que sean
efectivos y de bajo costo, siendo una estrategia el estudio quimico y biologico de
plantas usadas en medicina tradicional, o las modificaciones estructurales a

moléculas lideres empleadas como farmacos.

Con base en lo anterior, en este trabajo se llevd a cabo el estudio quimico de
Mimosa aculeaticarpa var. biuncifera y Achyropappus anthemoides, con la
finalidad de contribuir al conocimiento de la quimica de estas especies y de
nuevos principios activos antiinflamatorios. En adicion se prepard el éster de
ibuprofeno y B-sitosterol para medir en un modelo de antinocicepcion en ratén, si
este nuevo compuesto podria mejorar a nivel preclinico las propiedades

antinociceptivasas del ibuprofeno libre.
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5. Resultados y

Discusion

Mimosa aculeaticarpa var. biuncifera (Figura 5.0) se colectd en la comunidad de
“El Nopalillo”, en el municipio de Epazoyucan, estado de Hidalgo, el 13 de junio de
2013, mientras que Achyropappus anthemoides (Figura 5.1) se colecté en la
localidad de Santo Tomas, municipio de Zempoala, en noviembre de 2013. Las
plantas se dejaron secar a la sombra y se dividieron en sus partes areas y de

raices para proceder a la obtencién de los extractos.

Figura 5.0. Mimosa aculeaticarpa var. biuncifera (Benth.) Barneby.
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Figura 5.1. Achyropappus anthemoides (H.B.K.) A. Gray

5.1 Estudio quimico de M. aculeaticarpa var. biuncifera

Las hojas y los tallos de la especie se extrajeron con MeOH y posterior particién
con AcOEt, n-BuOH y H,O, mientras que las raices se extrajeron de manera
secuencial con hexano, AcOEt y MeOH. Los extractos y sus respectivas partes se
sometieron a andlisis por RMN de 'H. En la parte AcOEt del extracto MeOH de las
hojas (Figura 5.2) se obtuvo principalmente el galato de metilo. Por su parte, la
fraccibn n-BuOH (Figura 5.3) mostré mayoritariamente el galato de metilo en
adicion de trazas de compuestos aromaticos, mientras que en la parte acuosa

(Figura 5.4) se observé una mezcla de (+)-pinitol, a-D-glucosa, B-D-glucosa.
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Figura 5.2 Espectro de RMN de *H (400 MHz) en DMSO-d del galato de metilo.
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Figura 5.3 Espectro de RMN de *H (400 MHz) en D,O de la mezcla de a-D-glucosa, f-D-glucosa y (+)-pinitol.
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Figura 5.4 Espectro de RMN de *H (400 MHz) en metanol-d, de la parte n-BuOH del extracto MeOH de las hojas.
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La corteza de la raiz se tritur6 con ayuda de un molino con la finalidad de
aumentar el area de contacto entre el material organico y el disolvente. Se obtuvo
un total de 625 g de raiz seca, la cual se colocé en un matraz balon, se adicion6
hexano (3 L) y se sometié a reflujo durante 5 horas. Pasado este tiempo se dejo
enfriar, se filtré y se concentrd en rotavapor para obtener el extracto hexanico, el
cual se desengras6 con MeOH caliente — frio, filtrado y concentrado en el
rotavapor para obtener el nuevo extracto (3.45 g). El proceso se repiti6 de manera
secuencial con AcOEt (9.6 g) y MeOH (120 g), excepto que en este ultimo no se

hizo el proceso de desengrasado.

5.1.1. Extracto hexanico de laraiz

El extracto hexanico se analiz6 mediante cromatografia en capa fina (CCF)
usando como fase movil hexano y mezclas de hexano-AcOEt (9:1 y 8:2) (Figura
5.5). Se observé que la mejor separacion se obtuvo con la mezcla hexano-AcOEt
(9:1). Se distinguieron cuatro compuestos principalmente, los cuales presentaron
los siguientes valores de Ry compuesto No. 1, R=0.25, compuesto No.2, R=0.38,

compuesto No.3, R=0.63 y para el compuesto No.4, R=0.75.
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Figura 5.5 CCF del extracto hexanico.

El extracto hexanico desengrasado (1g) se someti6 a separacibn mediante
cromatografia en columna (CC), usando la técnica de cromatografia rapida con las

condiciones que se muestran en la Tabla 5.0

Tabla 5.0 Condiciones para la columna del extracto hexanico.

Diametro: 35 mm
Fase estacionaria: Gel de silice 60 (230—400 mesh) (6 in)
Fase movil: Hexano—AcOEt (4:1), 500 mL

Velocidad de elucion: 2 pulg/min.

Se colectaron 22 fracciones de 20 mL, las cuales se analizaron por CCF y se

agruparon con base en la similitud de su relacion de frente (Ry), dando lugar a las
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fracciones A (1-3), B (4-8), C (9-13), D (14-16) y E (17-19). Estas fracciones se

analizaron por RMN de *H (400 MHz) en CDCls.

En la fraccion A se apreciaron sefiales caracteristicas de sustancias grasas, en la
fraccion B (Figura 5.7) se observo la presencia de un sélido blanco (10 mg) que se
caracteriz6 como lupeol, con base en la comparacion de sus sefiales con las
reportadas (Tabla 5.1) ?°. En la fraccién C (Figura 5.8) se identificé una mezcla de
p-sitosterol y estigmasterol. La comparacion de su espectro con el de una

muestra auténtica corroboroé la presencia de estos fitoesteroles.

[-sitosterol estigmasterol

Figura 5.6 Estructuras del triterpeno lupeol , B-sitosterol y estigmasterol.
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Finalmente, en la fraccion D se apreciaron sefales para mezclas de triterpenos,
pero en cantidades muy pequefias que no nos permitié deducir de la estructura de

los compuestos.
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Figura 5.7 Espectro de RMN de *H (400 MHz) en CDCl; de la fraccion B (lupeol).
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Figura 5.8 Espectro de RMN de *H (400 MHz) en CDCl; de la fraccién C (mezcla de B-sitosterol y estigmasterol).
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Tabla 5.1 Datos parciales de RMN de *H (400 MHz) del lupeol, en CDCls;

Posicion  &'H en ppm (mult, J en Hz) Referencia®
3 3.20 (m) 3.20 (m)
19 2.37 (m) 2.37 (m)
23 0.75 (s) 0.74 (s)
24 0.78 (s) 0.78 (s)
25 0.82 (s) 0.83 (s)
26 0.93 (s) 0.91 (s)
27 0.96 (s) 0.94 (s)
28 1.02 (s) 1.06 (s)
29 4.68 (d, 2.2) 4.70 (d)
29’ 4.56 (dd,2.2, 1.1Hz2) 4.56 (dd, 2.2, 1.1Hz)
30 1.67 (s) 1.72 (s)

Tabla 5.2 Datos parciales de RMN de 'H (400 MHz) de @-sitosterol y
estigmasterol, en CDCl;3.

.., 8'Henppm (mult, Referencia Referencia
Posicion J en Hz) estigmasterol B-sitosterol

3 3.47 (tdd,4.5 Hz) 3.51 (tdd,4.5,4.2,3.8 Hz) 3.53 (tdd, 4.5,4.2,3.8 Hz)

5 5.30 (d, 6.2 Hz) 5.31 (d,6.1 Hz) 5.36 (d, 6.1 Hz)

19 0.95 (d,6.3 Hz) 0.91 (d, 6.2 Hz) 0.93(d, 6.2 Hz)

20 4.96 (m) 4.98 (m)

21 5.09 (m) 5.14 (m)

24 0.83 0.83 (t, 7.1 Hz) 0.84 (t, 7.2 Hz)

26 0.82 0.82 (d, 6.6 Hz) 0.83 (d, 6.4 Hz)

27 0.80 0.80 (d, 6.6 Hz) 0.81 (d, 6.4 Hz)

28 0.71 0.71 (s) 0.68 (s)

29 1.03 1.03 (s) 1.01 (s)

Los resultados descritos en este trabajo, en complemento con el trabajo previo

4

evidenciaron que los extractos metanolicos de la parte aérea contienen gran
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cantidad de (+)-pinitol (~12%), galato de metilo (~10%), asi como a-D-glucosay
B-D-glucosa (~12%), en menor proporcion estan presentes el escualeno (1.48%)
y el cafeoato de metilo (0.15%), mientras que los metabolitos minoritarios son
taxifolina (0.11%) y quercetina (0.11%), asi como el lupeol (0.10%). Por su
parte, las raices contienen mayoritariamente B-sitosterol y estigmasterol (31%) y

en menor proporcioén el triterpeno lupeol (0.1%).

Los metabolitos identificados en esta especie poseen actividad biolégica relevante.
B-Sitosterol y estigmasterol poseen actividad antiinflamatoria, analgésica y son
importantes para disminuir el nivel de lipoproteinas de baja densidad (LDL
colesterol) en sangre.®** El lupeol ha mostrado actividad antiprotozoaria,
antiinflamatoria y antitumoral, entre otras.** El (+)-pinitol posee actividad larvicida,
anticancer, lupus y otras enfermedades autoinmunes, asi como propiedades
nutricionales en composiciones para el tratamiento de la diabetes mellitus.®? El
galato de metilo ha mostrado importante actividad antioxidante® y ha sido aislado
como principio antitumoral de varias especies de plantas.** Es bien conocida la
actividad antioxidante de los derivados del acido cafeico, particularmente el
cafeoato de metilo posee actividad antitumoral® y anti VIH-1.3 Taxifolina y
guercetina son excelentes agentes antioxidantes y antiinflamatorios. En adicién, se
ha demostrado que inhiben a la topoisomerasa |, implicando su importancia en el
control del crecimiento de células cancerosas.®’ Finalmente, el escualeno, en
adicién de otras propiedades benéficas para el cuerpo humano, posee actividad
antioxidante y citoprotectora de la médula 6sea en modelo de citotoxicidad

inducida por cisplatino.®
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5.2 Estudio quimico de Achyropappus anthemoides

5.2.1 Obtencién de la infusidn

La planta se dividié en parte aérea (hojas y flores) y raiz, las cuales se cortaron en
trozos pequefios y se dejaron secar a la sombra por 10 dias. De la parte aérea
(120 g) se prepar6é una infusion con agua destilada (1.5 L) por 15 minutos.
Posteriormente se llevo a temperatura ambiente y se extrajo con AcOEt (1.5 L). La
parte AcOEt se secd sobre Na,SO,4 anhidro y se evapord en el rotavapor para

obtener el correspondiente extracto (5 g).

5.2.2 Analisis quimico de lainfusion

Dicho extracto se analizé6 por RMN de *H. El espectro evidencié la presencia de un
compuesto aromatico mayoritario y otros materiales grasos en menor cantidad. La
separacion mediante cromatografia en columna del extracto, usando gel de silice y
mezclas de hexano—AcOEt (2:3), permitié la obtencién de una sustancia que se
analizé por RMN de *Hy *C en 1D y 2D, (Figuras 5.10 — 5.13). En la Tabla 5.3, se

describen los datos de desplazamientos quimicos de *H y *3C que llevaron a la
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conclusiéon de que se trata del p-hidroxibenzaldehido (pHB), el cual es un producto

natural conocido responsable, junto con la vainillina, del olor y sabor de la vainilla.

Tabla 5.3 Datos de RMN de
parahidroxibenzaldehido (pHBA), en CDCl;,

Figura 5.9 Estructura del p-hidroxibenzaldehido.

'H y 3C (400MHz y 100MHz) del

Posicion &'H en ppm (mult) 8'°C en ppm

1 129.67
2 7.82 (d) 132.41
3 6.98 (d) 115.85
4 161.16
5 6.98 (d) 115.85
6 7.82 (d) 132.41
7 9.86 (s) 191.3

J2,3 = J5,6 =8.0Hz
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Figura 5.10. Espectro de RMN de *H (400 MHz) del p-hidroxibenzaldehido (pHB), en CDCls.
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Figura 5.11. Espectro de RMN de *3C (100 MHz) del p-hidroxibenzaldehido (pHB), en CDCls.
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Figura 5.12. Espectro COSY del p-hidroxibenzaldehido (pHB), en CDCls.
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Figura 5.13. Espectro HMBC del p-hidroxibenzaldehido (pHB), en CDCls.
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5.3 Obtencion del ibuprofenato de B-sitosterilo

El ibuprofeno se obtuvo a partir de tabletas comerciales, mientras que el (-
sitosterol se consiguié de la marca Aldrich. La esterificacion del ibuprofeno (0.5 g)
y el B-sitosterol (1 g) se llevd a cabo usando una solucion 1.0 M de
diciclohexilcarbodiimida (DCC) en CH,Cl, (20 mL) y cantidades cataliticas de 4-
N,N-dimetilaminopiridina (DAMP) (Figura 5.14). La mezcla de reaccion se dejo
durante 24 h. a 30 °C, con agitacién magnética, se filtrd, se evaporo el disolvente y
el producto se sometid a separacidon mediante cromatografia en columna, usando
gel de silice y mezclas de hexano—CH,Cl, (1:1). Se obtuvieron 0.5 g de un
compuesto de consistencia cerosa y color amarillo claro, el cual fue identificado

mediante Resonancia Magnética Nuclear como el producto de esterificacion.

ibuprofeno

DCC
4-N,N-DAMP

CH,Cl,

B-sitosterol Ibuprofenato de B-sitosterilo
74%

Figura 5.14. Reaccion de esterificacion.
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Con fines comparativos, en las figuras 5.15 y 5.16, se muestran los espectros de

RMN de 'H del §-sitosterol y del ibuprofeno, en ese orden.

El espectro de RMN *H del ibuprofenato de B-sitosterilo (Figura 5.17) mostr6
sefales de protones aromaticos tipicas de un sistema AA'BB' en 7.20 (J = 8.1 Hz,
H-5y H-9) y 7.08 ppm (H-6 y H-8), un proton vinilico en 5.33 ppm (J = 4.5 Hz, H-
3) y la sefial para el hidrégeno en C-3', base del grupo éster, en 4.61 ppm. El
resto de las sefiales del residuo de ibuprofeno se observaron en 3.65 (1H, q, J =
7.2 Hz, H-2), 2.44 (2H, d, J = 7.2 Hz, H-10), 1.66 (1H, m, H-11), 1.47 (3H, d, J =
7.2 Hz, Me-3), y 0.90 (6H, d, J = 6.6 Hz, Me-12 y Me-13) ppm. El espectro RMN
13C (Figura 5.18) mostr6 sefiales para un carbonilo del grupo éster en 174.2 ppm
(C-1), para seis atomos de carbonos aromaticos en 140.3 (C-7), 138.0 (C-5), 129.2
(C-6 and C-8) y 127.1 (C-5 and C-9) ppm, para dos atomos de carbonos vinilicos
en 139.6 (C-5), 122.5 (C-6) y para un atomo de carbono de base de oxigeno en
74.1 (C-3") ppm. La correlacion observada en el espectro HMBC, el cual es un
experimento en dos dimensiones que sirve para identificar correlaciones a dos y
tres enlaces corroboré la correlacion entre las sefales asignadas a H-3' y al
carbono del grupo carbonilo (C-1) confirmando la esterificacion en C-3'. El resto de
las sefiales de RMN *H y **C fueron similares a las reportadas para ibuprofeno *y

B-sitosterol.*°
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Figura 5.15. Espectro de RMN de *H (400 MHz) en CDCl; del B-sitosterol (ALDRICH).
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Figura 5.16. Espectro de RMN de *H (400 MHz) en CDCl; del ibuprofeno extraido de tabletas comerciales.
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12

10 6
H,C
3 11 7 5 0
4
GHa s ¢ 1 OH

Gt

(R,S)-Ibuprofeno

Tabla 5.4 Datos de RMN de *H (400 MHz) de ibuprofeno, extraido de tabletas comerciales

en CDCls,
Posicion &'H en ppm (mult, J en Hz)

2 3.73 (m)

3 1.52 (d, 4.0)

5 7.25 (m)

6 7.13 (m)

8 7.13 (m)

9 7.25 (m)

10 2.47 (d, 8.0)

11 1.87 (m)

12 0.92 (dd, 8.0)
13 0.92 (dd, 8.0)
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Figura 5.17. Espectro de RMN de *H (400 MHz) en CDCl; del ibuprofenato de §-sitosterilo.
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Figura 5.18. Espectro de RMN de *3C (100 MHz) en CDCl; del ibuprofenato de B-sitosterilo
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Figura 5.19. Espectros de RMN de *H (400 MHz) en CDCl; de ibuprofeno, B-sitosterol e ibuprofenato de §-sitosterilo.
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Figura 5.20. Parte del espectro HMBC en CDClI; de ibuprofenato de B-sitosterilo. Correlacion entre H-3 'y C-1".
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5.3.1 Efecto analgésico del ibuprofenato de B-sitosterilo

Los experimentos realizados se basaron en la Guia de Estandares Eticos para la
Investigacién Experimental del dolor en los animales*, y en la Norma Oficial
Mexicana para el uso y cuidado animal(NOM-62).** Se hicieron esfuerzos para
minimizar el sufrimiento de los animales y para reducir el nimero de animales
utilizados. El proyecto fue aprobado por el Comité de Etica para el Cuidado
Animal, el cual mediante normas establece y procura el cuidado y el menor
sufrimiento en los animales de experimentacion. EI método utilizado para evaluar
el efecto antinociceptivo es el llamado Writhing test, o prueba de contracciones
abdominales Los ratones macho CD1" de 30-35 g de peso fueron obtenidos del

Bioterio del Instituto de Ciencias de la Salud de la Universidad Autébnoma de

Estado de Hidalgo.

Figura 5.21.l1zquierda, suspensiones de los compuestos a evaluar. Derecha, ratén

CD'" utilizado en la experimentacion.
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Las dosis probadas fueron 25, 20, 17.8, 10 y 31.6 mg/kg de peso, se probaron
también dos tiempos de accién basados en la hipétesis de que la naturaleza
quimica del B-sitosterol permite una mayor biodisponibilidad del farmaco, es decir,
podria mejorar las propiedades de transporte del ibuprofeno. Las observaciones

se muestran en las tablas 5.5y 5.6.

Los resultados fueron descritos como la media mas menos el error estandar (X +
SE) y se considerd un valor p < 0.05 como significativo. La comparaciéon de mas
de dos grupos se realizdé con un andlisis de varianza (ANOVA) y la significancia
estadistica se determind con la prueba de Tukey. Los analisis se realizaron con el

programa SigmasStat version 3.0 (Systat Software Inc, 2008)
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** Diferencia significativa con un error de 0.01%. ***Diferencia significativa con un error de 0.001%.
+ Grupos del ibuprofenato de S-sitosterilo que presentan diferencia significativa con respecto a la
correspondiente dosis de ibuprofeno.

Figura 5.22. Porcentaje de inhibicién de contracciones abdominales para los
diferentes tratamientos.
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En la Figura 5.22 se observa cada uno de los grupos de estudio de acuerdo a las
dosis administradas y los tiempos de accién después de administrados los
compuestos. Los datos se expresan en porcentaje de inhibicion de contracciones
abdominales. Puede observarse que el 100% corresponde al grupo administrado
Gnicamente con el agente irritante. El resto de los grupos corresponden a
Ibuprofeno en cada una de las dosis y a las respectivas para ibuprofenato de (-
sitosterilo. La disminucién de las contracciones se muestra para todos los grupos
pero es significativa en los grupos tratados con ibuprofenato de B-sitosterilo en
dosis de 20 mg/kg a 15 minutos después de administrado, ibuprofeno 20 mg/kg a
30 minutos después de administrado, e ibuprofenato de B-sitosterilo 25 m/kg a 15

minutos después de administrado.
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Tabla 5.5. Efecto del ibuprofenato de g-sitosterilo (Dibu) en la prueba de

contracciones inducidas por &cido acético a los 15 minutos de la administracion.

Tratamiento (dosis: mg/kg) No. de contracciones £+ m % inhibicién
ibuprofeno (31.6) 49.0+11.9 51.70
ibuprofeno (25) 55.0+6.6 42.20
ibuprofeno (20) 69.6+£19.8 32.03
ibuprofeno (17.8) 66.5£13.5 33.20
Dibu (25) 31.0£7.0* 71.29
Dibu (20) 50.2+8.6 * 50.98
Dibu (17.8) 63.8+7.5 39.84
Dibu (10) 85.0+4.1 16.66

*Diferencia significativa respecto al ibuprofeno.

Tabla 5.6 Efecto del ibuprofenato de pg-sitosterilo (Dibu) en la prueba de

contracciones inducidas por acido acético a los 30 minutos de administracion..

Tratamiento (dosis: mg/kg)

No. de contracciones £ m

% inhibicion

Vehiculo

ibuprofeno (31.6)
ibuprofeno (25)
ibuprofeno (20)
ibuprofeno (17.8)

Dibu (25)
Dibu (20)
Dibu (17.8)
Dibu (10)

102+10.1

26.0+£3.7
91.8+2.7
49.8+4.3
75.0+£7.9

58.4+4.0*
61.0+7.1

67.4+5.3
67.0+4.0

74.70
10.35
51.37
26.76

40.43
44.53

34.18
44.44
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Los ratones tratados con &cido acético mostraron un comportamiento de
contracciones abdominales mismo que fue significativamente reducido por el
ibuprofenato de B-sitosterilo.

Los resultados obtenidos muestran una disminucion en las contracciones
abdominales que va desde un 16% para el caso de ibuprofenato de B-sitosterilo en
dosis de 10 mg/kg de peso, hasta un 71% para el caso del ibuprofenato de g-
sitosterilo en dosis de 25 mg/kg después de 15 min de su administracion siendo

éste el mejor resultado (Figuras 5.23 y 5.24).
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* Indica una diferencia significativa frente al grupo tratado con AcOH.

Figura 5.23. Numero de contracciones abdominales mostradas en los grupos tratados

con Dibu a 30 minutos después de administrado el agente irritante.
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* Indica una diferencia significativa frente al grupo tratado con AcOH.

Figura 5.24. Numero de contracciones abdominales mostradas en los grupos tratados

con Dibu a 15 minutos después de administrado el agente irritante.

El nimero de contracciones obtenido (Figura 5.23) para cada uno de los grupos
de estudio fue comparado con el obtenido para el grupo control, el cual fue
administrado Unicamente con el agente irritante (adcido acético), también fueron
comparadas con el control positivo, el cual se administré6 Unicamente con

ibuprofeno.

El grafico que se muestra en la Figura 5.25 describe el comportamiento de los
individuos al ser tratados con el ibuprofenato de S-sitosterilo en la dosis con mejor
respuesta antinociceptiva, comparado con el correspondiente al control negativo,
puede observarse que existe una disminucién considerable en el nimero de
contracciones en cada uno de los lapsos de tiempo. Lo cual se traduce en una

disminucién considerable del dolor.
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Figura 5.25. Comportamiento del grupo tratado con ibuprofenato de B-sitosterilo 25mg/kg.

El ibuprofenato de B-sitosterilo redujo las contracciones abdominales de manera
dependiente de la dosis, este comportamiento puede observarse principalmente
en los grupos tratados con ibuprofenato de B-sitosterilo a los 15 minutos de
administrado el agente irritante (Figura 5.24). Ademas, puede observarse que la
dosis mas efectiva fue 25 mg/kg, la cual presenta una disminucién en el nUmero
de contracciones observadas que va de 100 a 31contracciones en 30 minutos de

observacion.

Cabe resaltar que el ibuprofenato de B-sitosterilo se evalio a las mismas dosis
qgue el ibuprofeno libre libre, pero que el éster tiene un peso molecular casi tres

veces mayor que el ibuprofeno. Es decir, que para lograr el mismo efecto, la
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cantidad de ibuprofeno en forma de éster que se incorpora en el organismo es 3
veces menor. M&s aun, el éster tiene un tiempo de respuesta menor (15 minutos)

que el ibuprofeno (30 minutos), lo cual se traduce en una mejor eficacia del éster.

Aunado a lo anterior, es predecible que si se esta incorporando tres veces menos
dosis del ibuprofeno en el organismo, disminuiran sus efectos adversos conocidos,

entre ellos el dafio gastrico.

Por otro lado, es importante mencionar que la incorporacion de B-sitosterol en el
organismo no produce dafios conocidos, sino al contrario, es benéfico para la
salud de las personas, entre otras cosas ayuda a disminuir el colesterol en sangre

previniendo de problemas de arterioesclerosis.

Finalmente, cabe plantearse la pregunta ¢Por qué el ibuprofenato de S-sitosterilo
mejord las propiedades antinociceptivas del ibuprofeno libre en el modelo
empleado? Una posible respuesta es que, al unirse el ibuprofeno al g-sitosterol, un
esterol vegetal que posee una estructura quimica muy semejante al colesterol, y
gue éste ultimo forma parte de las membranas celulares de los animales, el éster
es facilmente transportado al interior de la célula. Una vez dentro de la célula, éste
podria hidrolizarse para liberar ibuprofeno y ejercer su efecto. Esta hipétesis
tendria que ser comprobada con otros estudios biolégicos, como la
farmacocinética, que comprende la adsorcion, distribucion, metabolismo y

eliminacion del compuesto.
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6. Conclusiones

Se llevo a cabo un estudio quimico de Mimosa aculeaticarpa var. biuncifera y de
Achyropappus anthemoides. Los extractos de la parte aérea y raices de M.
aculeaticarpa var. biuncifera contienen principalmente (+)-pinitol, galato de metilo,
escualeno, B-sitosterol y estigmasterol. Ademas, en menor proporcién cafeoato de
metilo, taxifolina, quercetina y lupeol. Los metabolitos se caracterizaron mediante
sus propiedades fisicas y espectroscopicas, ademas por comparaciéon con datos

descritos.

La infusién de A. anthemoides contiene principalmente el p-hidroxibenzaldehido, el
cual es uno de los componentes principales y responsable del agradable olor a
vainilla. Su caracterizacion se llevd a cabo mediante sus propiedades

espectroscopicas.

El presente trabajo complementa el aislamiento y la caracterizacion de los
principales metabolitos de las especies y contribuye al conocimiento sobre la
composicion quimica de estos géneros. Dada la actividad biol6gica conocida de
los compuestos identificados, esta investigacion también valida el uso tradicional

de las plantas estudiadas.

En adicion, se preparé el éster ibuprofenato de g-sitosterilo y se evalué su

actividad analgésica en un modelo de ratén, la cual se comparé contra el
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ibuprofeno libre. El éster superd el efecto antinociceptivo del ibuprofeno y alcanzé
su mejor resultado a los 15 minutos contra 30 minutos del ibuprofeno libre. En
adicion, y comparando los pesos moleculares del éster y del ibuprofeno, la
cantidad de ibuprofeno en forma de éster (unido al B-sitosterol) que se incorpora al
organismo es cerca de tres veces menor para lograr el mismo efecto, con lo cual
se podria suponer la disminucion de los efectos colaterales del compuesto con

respecto del ibuprofeno.
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/. Parte experimental

7.1. Generalidades

Las separaciones cromatograficas se llevaron a cabo empleando gel de silice 60,
Merk, 0.04-0.063 mm (Aldrich, 2300-400 mesh ASTM) en columnas de vidrio de 5,
2 y 1 cm de diametro interno por 40 y 60 cm de largo, utilizando la técnica de
cromatografia rapida.*? La separacién mediante cromatografia en placa fina se
realizé en cromatofolios de gel de silice sobre aluminio de 1 x5cmy 2 x5 cm,
usando como revelador sulfato cérico amoniacal. Las rotaciones opticas se
determinaron en CHCI; en un polarimetro Perkin Elmer 341. Los espectros de *H
(400 MHz) y de *C (100 MHz), asi como los experimentos en dos dimensiones
COSY, HSQC y HMBC se determinaron en un equipo Varian 400, usando como
disolventes CDClI3;, MeOH-d4 0 D,O y como referencia interna TMS. Los datos de
IR se determinaron en CHCI3 en un espectrofotometro Perkin-Elmer 2000 FT-IR.

Las pruebas de Wrinthing test, se llevaron a cabo en las instalaciones del Bioterio
de la Universidad Autonoma del Estado de Hidalgo, dichas pruebas fueron

realizadas apegadas a las técnicas descritas.
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7.2. Muestra Vegetal

Mimosa aculeaticarpa var. biuncifera
(Benth.) Barneby (Fabaceae-
Mimosoideae) se colecto en el mes de
junio del 2013 en la comunidad “El
nopalillo”, el municipio de Epazoyucan,

en el estado de Hidalgo, México.

Un ejemplar de la especie esta depositado (JM Torres-Valencia 18) en el Herbario

del Centro de Investigaciones Bioldgicas de la Universidad Autbnoma del Estado

de Hidalgo, Mineral de la Reforma, Hidalgo, donde el Prof. Manuel Gonzalez

Ledesma identificd el material vegetal.

Achyropappus anthemoides (H.B.K.) A.
Gray se colectd en la localidad de
Santo Tomas, municipio de Zempoala,
Hidalgo, en octubre de 2014. Un
ejemplar de la especie esta depositado

(JM Torres-Valencia 149)

en el Herbario del Centro de Investigaciones Biologicas de la Universidad

Auténoma del Estado de Hidalgo La especie, Mineral de la Reforma, Hidalgo,

donde el Prof. Manuel Gonzalez Ledesma identificé el material vegetal.
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7.3. Obtencién de extractos

Las hojas (310 g) secas y molidas de M. aculeaticarpa var. biuncifera se extrajeron
con MeOH (2 L) mediante reflujo por 6 h, filtrado y concentrado en rotavapor para
obtener el extracto correspondiente (12 g). Por su parte, las raices secas y
molidas (625g) se extrajeron de manera secuencial mediante reflujo con hexano
(3L), AcOEt (3 L) y MeOH (3 L), filtrado y concentrado. Los residuos de hexano y
AcOEt se desengrasaron con MeOH caliente—frio. ElI proceso anterior permitio

obtener los extractos de hexano (3.44 g), de AcOEt (9.67 g), y MeOH (120 g).

La parte aérea de A. antemoides (120 g) se sometié a infusion (1.5L de H,O
destilada) por 15 minutos, se filtré y la solucion se extrajo con AcOEt. La parte de
AcOEt se sec6 sobre Na,SO, anhidro y se concentrd en el rotavapor, generando

un residuo de 5 g.

7.4. Aislamiento y Caracterizacion de compuestos

El extracto MeOH de las hojas de M. aculeaticarpa var. biuncifera se particiono
con AcOEt, n-BuOH y H,O y las partes se analizaron por RMN de *H. En la de
AcOEt se evidencio la presencia galato de metilo, sustancias grasas y restos de

compuestos aromaticos, en la parte n-BuOH, nuevamente se apreciaron acidos
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grasos y galato de metilo, mientras que en la parte acuosa fue clara la presencia

del (+)-pinitol, a-D-glucosa y B-D-glucosa.

OH OH OH
HO 5 6 HO HO
MeO—3/—7y—/ HO 1 -H HO 1 -OH
HO OH OH
OH OH H
galato de metilo (+)-pinitol a-D-glucosa p-D-glucosa

El extracto hexanico de las raices (1 g) se someti6 a CC empleando hexano—
AcOEt (4:1, 450 mL). Se colectaron fracciones de 20mL que se analizaron por
CCF y RMN de *H para obtener las fracciones A (eluatos 1-4), B (5-7), C (8-12),
y D (13-22). En la fraccion A (225 mg) se observaron sustancias grasas, en la
fraccion B se obtuvo el lupeol (10 mg), en la fraccién C (310 mg) se identificé una
mezcla de f-sitosterol y estigmasterol, mientras que en la fraccion D (115 mg) se

apreciaron sustancias grasas con trazas de triterpenos.

[-sitosterol estigmasterol

El extracto de AcOEt de las raices se sometié al mismo procedimiento descrito

para el extracto hexanico de las raices, empleando hexano—AcOEt (3:2). Este
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procedimiento condujo nuevamente a mezclas de acidos grasos ademas de p-
sitosterol y estigmasterol (250 mg). Por su parte el andlisis por RMN de 'H del
extracto MeOH de las raices evidencié la presencia de polisacaridos y sustancias

grasas por lo que no se continué con su estudio.

(+)-Pinitol: Sélido amorfo blanco, p.f: 178-180 °C, [a]p?° + 70.6 (c 1.7, H,0). RMN
de H (400 MHz, D,0): 3.98 (2H, m, H-1, 6), 3.79 (1H, dd, J = 10.0, 2.9 Hz, H-2),
3.74 (1H, dd, J = 10.0, 2.9 Hz, H-5), 3.63 (1H, t, J = 10.0 Hz, H-4), 3.57 (3H, s,
MeO), 3.32 ppm (1H, t, J = 10.0 Hz, H-3). RMN de **C (100 MHz, D,0): 82.9 (C-3),

72.3 (C-4), 71.8 (C-1), 71.6 (C-6), 70.7 (C-5), 70.0 (C-2), 59.9 (MeO).

Galato de metilo: Sélido amorfo café claro, p.f: 187-190 °C, RMN de 'H (400
MHz, DMSO-dg): 7.00 (2H, s, H-2,6), 3.80 ppm (3H, s, MeO). RMN de **C (100
MHz, DMSO-dg): 166.6 (C-7), 145.1 (C-3,5), 137.9 (C-4), 119.8 (C-1), 108.9 (C-

2,6), 51.4 ppm (MeO).

B-Sitosterol y estigmasterol: Sélido amorfo blanco, p.f: 138-140 °C. RMN de *H
(400 MHz, CDCls): 5.35 (2H, d a, J = 5.5 Hz, H-6), 5.14 (1H, dd, J = 15.0, 8.4 Hz,
H-22), 5.01 (1H, dd, J = 15.0, 8.8 Hz, H-23), 3.53 (2H, sept, J = 4.8 Hz, H-3), 1.01
(s, Me-19), 0.92 (d, J = 7.1 Hz, Me-21), 0.85 (s, Me-29), 0.80 (d, J = 7.0 Hz, Me-26,
27), 0.70 ppm (s, Me-18). RMN de *C (100 MHz, CDCls): 140.8 (C-5), 138.0 (C-
22), 129.2 (C-23), 121.8 (C-6), 71.9 ppm (C-3). MS (El, 70 eV) m/z (%) 2: 414 (M*)

(50), 381 (40), 329 (38), 303 (35), 273 (24), 213 (43), 173 (25), 145 (80), 121 (62),
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95 (82), 55 (100); 3: 412 (M*) (15), 379 (5), 351 (5), 300 (15), 271 (16), 255 (18),

213 (10), 173 (15), 145 (25%), 95 (38), 83 (70), 55 (100).

Lupeol: Sélido amorfo blanco, p.f: 209-212 °C. RMN de *H (400 MHz, CDCly):
4.68 (1H, sa, H-29a), 4.57 (1H, sa, H-29b), 3.19 (1H, dd, J = 11.0, 4.8 Hz, H-3),
3.38 (1H, td, J = 10.0, 5.8 Hz, H-19), 1.68 (3H, s, Me-30), 1.03 (3H, s, Me-28), 0.97
(3H, s, Me-27), 0.94 (3H, s, Me-26), 0.83 (3H, s, Me-25), 0.79 (3H, s, Me-24), 0.76
ppm (3H, s, Me-23). RMN de *C (100 MHz, CDClg): 151.2 (C-20), 109.4 (C-29),
79.1 (C-3), 55.4 (C-5), 19.4 (C-30), 18.4 (C-28), 16.2 (C-25), 16.0 (C-26), 15.4 (C-

24), 14.6 ppm (C-27).

7.4.1. Extracto AcOEt de la infusion de A. anthemoides.

El extracto de la infusion (0.5 g), se impregno con gel de silice y se sometié a CC
empleando una columna de vidrio de 5 cm de diametro interno, gel de silice (6
pulgadas) y como eluyente una mezcla de hexano—AcOEt (2:3), se obtuvieron 20
eluatos de 20 mL que se agruparon en base a su relaciéon de frente en las
fracciones A (eluatos 3-6), B (eluato 9), C (eluatos 12-14).

El analisis por RMN de 'H revel6 sustancias interesantes en la fraccion A, misma
gue se llevo a una nueva separacion cromatografica.

La fraccion A se sometié a CC en una columna de 1 cm de diametro interno, gel
de silice (6 pulgadas) y como eluyente una mezcla de hexano—-AcOEt (2:3), se

obtuvieron 16 fracciones de 10 mL, las cuales se agruparon en base a su relacién
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de frente de la siguiente manera, fraccion A (eluato 1), fracciéon B (2-6), fraccion C

o
HO

p-hidroxibenzaldehido

(7-16).

p-Hidroxibenzaldehido. El anélisis por RMN de 'H y de **C en 1D y 2D de la
fraccion B permitid la identificacion del compuesto p-hidroxibenzaldehido. Sus

datos espectroscopicos se presentan en la Tabla 5.5.

7.5 Obtencion del ibuprofeno

El ibuprofeno se obtuvo mediante extraccion de las tabletas comerciales de la
marca Pharma life, (Figura 7), y la extraccion consistio en triturar las tabletas, el
polvo obtenido se verti6 en 100 mL de H,O destilada y se le ajusto el pH a 5.
Posteriormente, se extrajo con AcOEt y esta fase se dejé evaporar a temperatura
ambiente, para obtener cristales blancos que fueron analizados por RMN de H 'y

de *3C, corroborando que se trataba del ibuprofeno en forma pura (Figura 5.16).
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IBUPROFENO

Tabletas
800 mg

Caja con 10 tabletas Ml?fe

Figura 7. Tabletas utilizadas para la extraccion de ibuprofeno.

7.6. Obtencion del ibuprofenato de B-sitosterilo

Mediante una reaccion de esterificacion entre el ibuprofeno extraido de las
tabletas comerciales y el B-sitosterol adquirido de ALDRICH, se obtuvo el éster
ibuprofenato de B—sitosterilo. La reaccion consistio en colocar ibuprofeno (0.5 g) y
B-sitosterol (1 g) en una solucion 1.0 M de diciclohexilcarbodiimida (DCC) en
CHCl, (20 mL) y cantidades cataliticas de 4-N,N-dimetilaminopiridina (DAMP). La
mezcla de reaccion se dejé durante 24 h. a 30 °C, con agitacion magnética, se
filtr, se evapord el disolvente y el producto se sometié a CC, usando gel de silice
y mezclas de hexano—CH,CI, (1:1). Se obtuvo el producto de esterificacion en la

fraccion A con un rendimiento del 74%.

Ibuprofenato de fsitosterilo
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Ibuprofenato de B-sitosterilo. El andlisis de RMN en una y dos dimensiones de
la fraccion A permiti6 identificar al producto de esterificacion. Se obtuvo un
compuesto con consistencia cerosa de color blanco (0.5 g), el cual mostré un

[a]o?° — 12.5 (¢ 0.2, CHCl3), y p. f. 71.3-73 °C.

7.7. Solubilidad del ibuprofenato de B-sitosterilo

La prueba de solubilidad se inici6 con Twin 80, se colocaron 7.5 mg del
ibuprofenato de B-sitosterilo (Dibu) derivado en 1 mL de agua y se agregaron dos
gotas de TWIN 80, sin embargo no se observo solubilidad del compuesto aun
aumentando la cantidad del detergente. Como segunda prueba se utiliz6 DMSO,
gue aunque no es muy recomendable en pruebas bioldgicas, se utiliza en casos
de escasa solubilidad por parte de los compuestos a probar. Para esta prueba se
mezclé 7.5 mg del Dibu, 1 mL de agua y 0.5 mL de DMSO, pero no se observo
solubilidad. En la siguiente prueba se utilizé carboximetilcelulosa, esta sélo es
efectiva, cuando se mezcla con el Dibu antes de agregar el agua. Finalmente se
probé SPAN 20, colocando 0.2 mL (dos gotas) del detergente a 7.5 mg del Dibu.
Una vez mezclados, se agregé 1 mL de agua y se llevd a un bafio ultrasénico por
6 minutos posteriormente se adicion6 1 mL méas de agua. Lo anterior permitié

obtener una suspension apropiada para su administracion intragastrica en ratones.
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