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RESUMEN

El uso de la especie Galphimia glauca (Cav.) Kuntze en la medicina tradicional Mexicana
reviste de gran interés por su empleo como sedante y calmante nervioso, por lo que en
estudios fitoquimicos, farmacoldgicos y del perfil metabolémico de G. glauca colectadas en
diferentes estados del pais han llevado al descubrimiento de metabolitos activos como las
galfiminas con propiedades sedante y ansiolitica, demostrando que el contenido de metabolitos
secundarios varia de acuerdo a la zona de colecta y en este estudio, también se observaron
compuestos que revelan una coloracion azul usando vainillina-H,SO,4 en cromatografia en
capa fina (CCF) en tres poblaciones colectadas en los estados de Morelos y Guadalajara
(Sharma et al., 2012). Estos compuestos no habian sido identificados, por lo que como
objetivo del presente trabajo se planted la purificacion y caracterizacion estructural quimica de
estos metabolitos presentes en individuos de G. glauca colectados en Tepoztlan, Morelos.

Se implementd la técnica de maceracion para preparar los extractos Hexanico, AcOEt y
MeOH de las diferentes partes de G. glauca (tallos y hojas). Posteriormente los extractos
crudos extraidos se fraccionaron en diferentes cromatografias en columna abierta (CCA) hasta
obtener los compuestos purificados, los cuales fueron denominados ELA-1 y ELA-2. Se
obtuvieron los espectros 1D de Resonancia Magnética Nuclear de 'H y *C asi como sus
técnicas de correlaciones 2D de los compuestos lo que permitio la elucidacion sus estructuras
quimicas, indicando que se trata de dos nor-triterpenos ELA-1(C3oH4s06) €S un compuesto

nuevo y ELA-2 (C34Hs,06) es reportada como galfimidina, el cual se le asignaron la aposicion

Se evaluo la actividad antiinflamatoria del extracto metandlico de las hojas de G. glauca y los
compuestos ELA-1 y ELA-2 in vitro en macr6fagos murinos RAW 274.7 para realizar la
deteccion indirecta de éxido nitrico (ON), el extracto metandlico de las hojas de G. glauca
presentd una ICsy de 44.89 pg/mL mientras que los compuestos ELA-1 y ELA-2 presentaron
una mejor actividad antiinflamatoria ELA-1 y ELA-2 con una ICso de 18.92 y 16.67 pg/mL
respectivamente. Para poder completar el estudio de la actividad antiinflamatoria se realizo el
ensayo in vivo en edema auricular de ratones CD1 inducido por TPA, en donde el extracto
metanolico present6 una ICsy de 2.03 mg/g oreja y los compuestos ELA-1y ELA-2 mostraron
ICso de 191 y 142 mg/g oreja respectivamente, los cuales presentaron actividad

antiinflamatoria.
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CAPITULO I

INTRODUCCION GENERAL

I. Plantas medicinales en México

La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) define como planta medicinal todo vegetal
que contiene sustancias que pueden ser usadas con finalidades terapéuticas o que son
precursores de sintesis quimica de nuevos medicamentos (Schlaepfer & Mendoza-
Espinoza, 2010). Se estima que el 80% de la poblacion de paises en vias de desarrollo
utilizan la medicina tradicional para la atencion primaria de sus problemas de salud (OMS,
2004).

México ocupa el cuarto lugar entre los paises considerados con gran diversidad bioldgica y
tiene el 10 % del total de las especies conocidas, con un gran nimero de endemismos. A
nivel mundial, con respecto al nimero de especies de plantas, ocupa el quinto lugar, y se
estiman que alrededor de 7,000 especies poseen algun tipo de uso. Se han identificado y
registrado 4,000 especies con propiedades medicinales que representan el 15 % de la flora
total mundial (Schlaepfer & Mendoza-Espinoza, 2010). Entre 3,500 a 4,000 plantas
medicinales son empleadas por la poblacion mexicana; 3,600 se recolectan de forma
silvestre; 1,500 son utilizadas regularmente sin procesar; 370 se cultivan en el huerto
familiar o de manera comercial, en cuanto a la validacién quimica, farmacoldgica y
biomédica solo se ha llevado a cabo en un 5% de las especies; esto marca un campo de
estudio importante (Sarukhan et al., 2009, Schlaepfer & Mendoza-Espinoza, 2010).

En México el uso de plantas medicinales en comunidades indigenas juega un papel
importante en la solucion de un nimero considerable de problemas inmediatos a la salud
(Magana et al., 2010).

La especie Galphimia glauca (Cav.) Kuntze es una planta medicinal endémica de México
que es empleada como sedante y calmante nervioso (Estrada, 1985). Diversos estudios
fitoquimicos y farmacologicos realizados en esta especie han llevado al descubrimiento de

metabolitos activos de gran interés por sus propiedades sedante y ansiolitica, que han sido



denominados como galfiminas (Cardoso-Taketa et al.,2004). Sin embargo, en el estudio
realizado por Sharma et al. (2012), se demostr6 que los individuos de G. glauca que crecen
en el estado de Morelos no contienen galfiminas, pero presentan otros compuestos cuya
naturaleza quimica no habia sido determinada. El presente trabajo se planted el aislamiento
y purificacion de los compuestos desconocidos que estan presentes en G. glauca colectadas
en el municipio de Tepoztlan, a través de métodos cromatograficos tales como:
cromatografia en capa fina (CCF), cromatografia en columna abierta (CCA). Asi como
elucidar la estructura quimica de dichos compuestos por Resonancia Magnética Nuclear de
protones, carbono-13 (RMN-'H y 3C), con sus modalidades bidimensionales y
Espectrometria de Masas (MS). También se realizaron pruebas farmacoldgicas de la
actividad antiinflamatoria con el fin de conocer la actividad biol6gica de los compuestos

aislados.



Il. ANTECEDENTES

2.1 Distribucion de G. glauca

El género Neotropical Galphimia (Cav). (Malpighiaceae) comprende 26 especies de
grandes hierbas y arbustos de habitat secos. La mayoria de las especies se encuentran en
México, una de las cuales se extiende a Texas y al norte de Nicaragua, pero cuatro estan
restringidas a America del Sur, al sur de la Cuenca del Amazonas. En la literatura se
observa cierta confusion taxdnomica por la interpretacion erronea de los taxa descritos con
los nombres de los géneros Galphimia Cav. y Thryallis L. El uso incorrecto de diversos
nombres a los especimenes de G. gracilis por otra parte, la similitud morfoldgica exterior
de las especies y las inflorescencias observadas han provocado que todos los especimenes

de México se nombren como G. glauca o G. gracilis (Anderson, 2007).

2.1.1 Clasificacion botanica

Reino Plantae
Subreino Tracheobionta
Division Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Subclase Rosidae

Orden Malpighiales

Familia Malpighiaceae

Género Galphimia

Especie Galphimia glauca Cav. Figura 1. Morfologia de Galphimia glauca (A)

hojas, (B) flores

2.1.2 Morfologia

El género Galphimia se caracteriza por tener flores con pétalos amarillos (a menudo
impregnados con rojo) se encuentra en racimos, dispuestos en paniculas; en ocho especies
los pétalos son persistentes en la fruta (Anderson, 2007) como se muestra en la figura 1. La
especie Galphimia glauca (Cav.) Kuntze es conocida popularmente como “lluvia de oro”,
“hierba de hormiga”, “palo de muerto”, “flor de chinche” y “palo de San Vicente

“Calderona amarilla”. En México se distribuye esta especie en altitudes de 0 a 2,350



m.s.n.m. y crecen a una alturade 1 a3 m (Rzedowwski & Equihua, 1987, Estrada,
1985).

2.2 Usos etnobotéanicos de G. glauca

La especie Galphimia glauca ha sido empleada en la medicina tradicional para tratar la
fiebre y escalofrios. Durante el periodo colonial Francisco Hernandez describio otros usos
medicinales de G. glauca, para el dolor de posparto, la diarrea, la indigestion disenteria y
funciona como laxante para heridas (Hernandez, 1959). En el estado de Morelos es usada
como tratamiento para la candidiasis vaginal (Martinez, 1969). Se le atribuye la actividad
sedante y calmante nervioso (Estrada 1985; 1990). Otro uso medicinal es para el
tratamiento del asma, alergias y la malaria (Diaz, 1976). Por otro lado, es empleada para el

tratamiento de enfermedades del corazén (Linares et al., 1994).

2.3 Metabolitos secundarios

El metabolismo secundario se puede definir como la biosintesis, la transformacién y la
degradacion de compuestos enddgenos mediante proteinas de especializaciéon. En general,
puede afirmarse que los metabolitos secundarios constituyen el mundo de sefiales quimicas
a través del cual las plantas se relacionan con su entorno (Azacén-Bieto & Taldén, 2008).
Los metabolitos secundarios se agrupan en cuatro grupos; el primer grupo lo conforma los
terpenos, en los que se encuentran las hormonas, pigmentos o aceites esenciales. El
segundo grupo son los compuestos fenolicos conformado por las cumarinas, flavonoides,
lignina y taninos. El tercer grupo son los glucésidos que lo conforman las saponinas,
glucoésidos cardiacos, glucésidos cianogénicos, glucosinolatos, y por dltimo estan los
alcaloides, que son sustancias organicas nitrogenadas de origen vegetal (Azacén-Bieto &
Taldn, 2008).

Los metabolitos secundarios presentan propiedades bioldgicas que tienen aplicacion en
medicamentos, insecticidas, herbicidas, perfumes o colorantes, entre otras (Avalos et al.,
2009).

2.3 Estudios clinicos de G. glauca
Los estudios realizados por Wiesenauer & Gaus (1985) demostraron las propiedades
farmacoldgicas de G. glauca en estudios clinicos en humanos contra la fiebre del heno,

utilizando extractos hidroalcohélicos. Wiesenauer & Lidtke (1995) realizaron un ensayo
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clinico doble ciego, controlado con placebo y aleatorizacion en 164 pacientes con polinosis,
demostrando la efectividad de G. glauca D4 como tratamiento. Herrera-Arellano et al.,
(2007) realizaron otro estudio clinico en 152 pacientes con problemas de ansiedad, donde
se demostré la efectividad de G. glauca para el tratamiento de trastornos del sistema

nervioso central.

2.4 Estudios farmacoldgicos de G. glauca

Con especimenes de G. glauca colectadas en el estado de Guanajuato, se realizaron
extractos acuosos de hojas y flores, demostrando su actividad para el tratamiento de
trastornos del sistema nervioso central (Estrada, 1985). Dorsch & Wagner (1991) realizaron
un estudio farmacoldgico, empleando extractos etandlicos y metandlicos en cobayos

mostrando las propiedades antialérgicas de esta especie.

Estudios realizados por Tortoriello & Lozoya (1992), utilizando extractos metanodlicos de
tallos y flores de G. glauca colectadas en Guanajuato, demostraron la actividad sedante y
anticonvulsiva. Otros estudios reportan que fraccion de acetato de etilo de las partes aéreas
de G. glauca se analizé para determinar la broncoconstriccion inducida por antigenos y
varios agonistas en las traqueas de cobayos. La fraccion organica inhibié actla
significativamente la respuesta contrctil a la ovoalbimina en trdqueas de cobayos
sensibilizadas, e inhibié de manera significativa y selectiva la broncoconstriccion inducida
por el leucotrieno D4 (LTD,4) (Campos et al., 2001).

Existen otros compuestos de G. glauca responsables de la actividad sedante, que son una
familia nor-secotriterpenos, designadas como galfiminas B (GB) y (GE) 6-
acetixogalfimina-B (Osuna et al., 1999). Ademas, en 2004 se reportaron otras galfiminas,
haciendo un total de nueve nor-secofriedelanos con actividades sedantes y ansioliticas
denominadas galfiminas (A-I), aislados del extracto metandlico de partes aéreas de G.
glauca como se muestra en la figura 2 (Cardoso-Taketa et al., 2004). Otro estudio
demostraron el efecto ansiolitico y antidepresivo de las galfiminas B, A y E en ensayos
neurofarmacologicos Herrera-Ruiz et al.,(2006).



2.5 Estudios fitoquimicos de G. glauca

Estudios fitoquimicos de diferentes extractos de Galphimia glauca han permitido la

identificacion de diversos metabolitos secundarios con actividad bioldgica como los que se

sefialan en la tabla 1.

Cuadro 1. Compuestos activos producidos por G. glauca

Compuestos Parte vegetal o cultivo | Actividad bioldgica Autores
de G. glauca
Acido galico, Extracto MeOH y Alergias y reacciones Dorsch et al., 1992
guercetina y metil etandlico de las partes bronquiales
galato aéreas
Acido elagico, 4cido Extracto Antiasmatico y Neszmelyi et al., 1993

quinico y &cido
tetragaloilquinico

hidroalcoholico de las
partes aéreas

reacciones alérgicas

Dorsch et al., 1992

Aciflavonoides

Extracto MeOH de las
partes aéreas

Hiperactividad
bronquial

Miller et al., 1993

Derivados de 4cido
galico

Extracto etanolico

Alergias y obstruccion
bronquial

Miller et al., 1993

Polifenoles

Extracto MeOH de las
partes aéreas

Inhibidor hemolisis

Maller et al., 1998

Galfimina B(GB)

Extracto MeOH de las
partes aéreas

Depresora de neuronas
de area ventral en ratas

Tortoriello et al., 1998
Tortoriello et al., 1993
Toscano et al., 1993

Galfina A, B, C
y galfimidina

Extracto MeOH de
tallos y flores

Actividad como
antiprotozoarios y
citotoxica

Camacho et al., 2002

Galfimina B (GB) y
6-acetoxigalfimina-B

Cultivo celular de
callos

Actividad sedante

Osuna et al., 1998

nor-secofriedelanos,
galfiminas (A-1)

Extracto MeOH de las
partes aéreas

Actividades sedante y
ansiolitica

Cardoso-Taketa et al.,
2004




Galfiminas A By E Extracto MeOH de las | Actividad ansiolitica y Herrera-Ruiz et al.,2006
partes aéreas antidepresiva
Glaucacetalinas A, B, Cultivo de raices Actividad sedante Nader et al.,2004
C (nor-friedelano) transformadas
Acido maslinico y 6- Cultivo de raices Actividad Nader et al.,2006
acetoxigalfimina-B transformada Sedante
(GE)
Glaucacetalina D Cultivo de células
(nor-friedelano) transformadas en Actividad sedante Ortiz et al., 2010
suspension

2.6 Estudios biotecnoldgicos de G. glauca

Osuna et al., (1999) realizaron estudios en cultivos celulares de callos de G. glauca, para la
produccién de triterpenos como las galfiminas B (GB) con actividad sedativa, obteniendo
un rendimiento de 0.23 mg/g PS. Se reportd un nuevo compuesto activo nombrado 6-
acetoxigalfimina-B, con un rendimiento de 0.12 mg/g PS. Posteriormente se realizaron
cultivos in vitro en células en suspension en dos fases de G. glauca mostrando la presencia
de galfiminas B con un rendimiento de 0.15 mg/g PS y en la segunda fase 0.21 mg/g de PS,

presentando un incremento del 36 % en relacion a la primera fase (Osuna et al., 2002).

Nader et al.(2004) establecieron un sistema de cultivo de raices transformadas que permitié
la produccién de compuestos bioactivos novedosos de tipo nor-friedelano conocidas como
glaucacetalinas A, B, C, con rendimientos de 2.06, 0.41, 0.16 mg/L de PS respectivamente.
Se ha reportado en raices pilosas compuestos como; acido maslinico y 6-acetoxigalfimina-
B con rendimientos de 0.43 y 0.10 mg/g de PS respectivamente (Nader et al., 2006). La
identificacion de un nuevo compuesto con actividad sedante, de tipo nor-friedelano
nombrada como glaucacetalina D, se reportd en células transformadas en suspension de G.

glauca, como se muestra en la figura 3 (Ortiz et al., 2010).
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Figura 2. Estructura quimica de los nor-secotriterpenos (galfiminas) de G. glauca R1y R2 —
radicales del anillo B correspondientes a cada galfimina; Ax — posicion del doble enlace del anillo
E.
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Figura 3. Estructura quimica de las glaucacetalinas (A-D)

2.7 Estudios metaboldmicos de G. glauca

Cardoso-Taketa et al. (2008) realizaron un estudio en el que propusieron el perfil
metabolomico de G. glauca, colectada en seis localidades diferentes de la Republica
Mexicana; Doctor Mora, Guanajuato (GM), Guadalajara, Jalisco (JG), Cuernavaca,
Morelos (MC), Tepoztlan, Morelos (MT), San Andrés de la Cal, Morelos (MS) y Jalpa de
Serra, Querétaro (QJ), utilizaron registros de Resonancia Magnética Nuclear de Protones
(RMN-'H), anélisis multivariados de datos y perfiles cromatograficos de CLAE de los
extractos metanolicos de las hojas de G. glauca. Mostraron la presencia de galfiminas en
las localidades de GM y QJ con rendimientos de 6.58 mg/g y 5.66 mg/g de PS
respectivamente. Estos resultados estan correlacionados con los resultados de los ensayos
farmacoldgicos, porque solo estas localidades presentaron las actividades sedante y
ansiolitica.

Sharma et al. (2012) realizaron un estudio comparativo del perfil metabolémico de G.
glauca del afio 2005 y 2009 de cinco localidades ya estudiadas en el primer estudio; GM,
JG, MC, MT y QJ incrementando dos nuevas localidades Tuxtla Gutiérrez, Chiapas (CT) y
Miacatlan, Morelos (MM). Utilizando técnicas de analisis multivariado de datos,
espectrometria de RMN-'H y perfiles cromatograficos de CLAE del extracto MeOH de las

hojas de G. glauca, mostraron que todas las poblaciones presentaron derivados de acido



galoilquinico variando su concentracion con respecto al primer estudio debido a los factores
ambientales y solo las poblaciones de GM y QJ presentaron galfiminas 7.21y 6.19 mg/g de
PS respectivamente, correlacionados con las actividades ansiolitica y sedante siento estas
las poblaciones activas. Con respecto a la actividad antiinflamatoria en TPA los resultados
fueron similares para todas las localidades y no esta asociada con la presencia de galfiminas

como se observa en la figura 2.

Figura 4. Actividad antiinflamatoria de siete poblaciones colectadas de G. glauca del perfil metabolémico
realizado por Sharma et al., (2012).

2.8 Estudios moleculares de G. glauca

Sharma et al (2012) realizaron técnicas moleculares como amplificacién por PCR,
purificacion y secuenciacion empleando marcadores moleculares como; matK, rbcL y
rpoC1 de ADN vy perfiles cromatograficos de CCF en donde construyeron arboles
filogenéticos de Galphimia glauca de siete poblaciones Tuxtla Gutiérrez, (CT), Doctor
Mora (GM), Guadalajara (JG), Cuernavaca (MC), Tepoztlan (MT), Miacatlan (MM) y
Jalpan de Serra (QJ) colectadas en la Republica Mexicana. En este andlisis filogenético
demostraron que las poblaciones se dividen en tres grupos: GM y QJ pertenecen a un grupo
activo por la presencia de galfiminas, mientras que las poblaciones de MM, MT, MC y
Jalisco son inactivas, pero presentan compuestos que revelan de color azul no identificados
y la poblacion de Chiapas muestra un perfil diferente como se muestra en la figura 5, esto
nos indica que las siete poblaciones analizadas molecularmente no pertenecen a la misma
especie de Galphimia si no a posiblemente a tres especies del género Galphimia, estos

resultados estan correlacionados con los perfiles quimicos cromatograficos de CCF.
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Figura 5. Arbol filogenético de siente poblaciones colectadas de la Replblica Mexicana de G. glauca basadas
en la secuencia de matK, correlacionado con el perfil quimico de CCF de los extractos metanélicos de G.
glauca (Sharma et al., 2012)

2.9 Estudios toxicoldgicos de G. glauca

Aguilar-Santamaria et al. (2007) evaluaron la actividad toxicologica y citotoxica de los
extractos acuoso, etanolico y metanolico de las hojas de G. glauca colectadas de campo
experimental en Xochitepec, Morelos. Estandarizando el contenido de las galfiminas B, A 'y
G las cuales no presentaron efectos citotoxicos en ratones utilizando las lineas celulares
transformadas de KB (carcinoma de cérvix), UISO (carcinoma de piel) y OVCAR-5
(carcinoma de ovario) todos los extractos inhibieron especificamente el cancer de colon

(HCT-15); estos estudios no mostraron un efecto genotdxico.
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[ll. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El uso de plantas medicinales en México es una préactica comun, para el tratamiento de
problemas de salud en un sector importante de la poblacion, por lo que el estudio cientifico
de esta flora reviste de gran interés. Galphimia glauca es una planta endémica de México,
que se utiliza para tratar trastornos del sistema nervioso central y otros padecimientos.
Diversos estudios fitoquimicos y farmacoldgicos han identificado compuestos bioactivos
presentes en esta especie. Por otra parte, se han realizado estudios del perfil metabolémico
de G. glauca de diferentes estados de la Republica Mexicana, demostrando que el
contenido de metabolitos secundarios como las galfiminas varia de acuerdo a la zona de
colecta. Mostrando que las actividades ansiolitica y sedativa de JG y QJ estan relacionadas
a la presencia de galfiminas. Sharma et al., (2012) observaron compuestos que presentan
una coloracion azul en placas de Cromatografia en Capa Fina (CCF), en las siguientes
poblaciones; Tepoztlan, Morelos (MT), Miacatlan, Morelos (MM) y Guadalajara, Jalisco
(GJ). Estos compuestos no han sido identificados, por lo que en la presente propuesta se
plantea la purificacion y caracterizacion estructural quimica de estos metabolitos presentes

en individuos de G. glauca colectadas en Tepoztlan, Morelos, asi como el estudio de sus
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actividades farmacologicas, para proponerla como tratamiento para ciertas enfermedades

correlacionadas con las actividades reportadas en la literatura.

IV. JUSTIFICACION

En la actualidad existe un gran interés a nivel internacional en el estudio cientifico de
plantas medicinales, lo que permitira aislar nuevas moléculas con actividad farmacoldgica y
con el potencial para desarrollar agentes terapéuticos novedosos. Los estudios fitoquimicos
y farmacoldgicos realizados en la especie Galphimia glauca han resultado en el aislamiento
de principios biodinamicos novedosos con actividades sedante y ansiolitica de especimenes
creciendo en los estados de Guanajuato y Querétaro, que corresponden a triterpenos
denominados galfiminas. Los individuos de G. glauca que crecen en el estado de Morelos
no contienen galfiminas, pero presentan otros compuestos cuya naturaleza quimica no ha
sido determinada. Es importante realizar la caracterizacion quimica y farmacoldgica de
estos compuestos, estudios anteriores de la actividad antiinflamatoria en TPA en ratones,
mostraron que la poblacion de Tepoztlan, Morelos presenta actividad antiinflamatoria, por

lo que se plantea realizar esta actividad con los compuestos purificados.
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V. HIPOTESIS

La aplicacion de métodos fitoquimicos de alta resolucion permitira aislar y caracterizar los
principios biodindmicos presentes en individuos de Galphimia glauca Cav.
(Malpighiaceae) colectadas en el municipio de Tepoztlan, estos compuestos purificados
presentaran actividad antiinflamatoria en modelos in vitro utilizando macréfagos murinos e

in vivo en el modelo edema auricular aguda inducida por TPA en ratones.
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VI. OBJETIVOS

4.1 Objetivo General
Determinar la estructura quimica y la actividad bioldgica de los metabolitos aislados

presentes en individuos de Galphimia glauca colectadas en Tepoztlan, Morelos.

4.2 Objetivos Especificos
1. Aislar y purificar los compuestos bioactivos mediante Cromatografia en Capa Fina
(CCF), Cromatografia de Columna Abierta (CCA).

2. Elucidar los compuestos mediante Resonancia Magnética Nuclear de protones y
carbono-13 (RMN-'H, C*, asi como sus modalidades bidimensionales y Espectrometria de
Masas (MS).

3. Realizar ensayos in vitro de la actividad antiinflamatoria de los compuestos purificados
de G. glauca en macrofagos murinos de la linea celular RAW 274.7 in vivo en el modelo

edema auricular agudo inducida por TPA en ratones CD1.
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VIl. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

En el presente trabajo de investigacion se plantea la siguiente estrategia experimental.
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Colecta de tallos y hojas

Preparacion de los

A Aislamiento y
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poblacion de Tepoztlan, Cloroférmico, AcCOEt y muestra
Morelos. MeOH. '

|
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Elucidacion de los
Cromatografia en . compuestos por RMN
Columna Abierta Cromg}ggréiég:\? Capa de HL, 13C y
(CCA). ' Espectrometria en
Masas (MS).
|
\
Evaluacion de la
actividad N £lics
Antiinflamatoria de los Analisis de resultados
compuestos
CAPITULO 1l

PARTE EXPERIMENTAL
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VIII. MATERIALES Y METODOS

8. 1Material vegetal

La recoleccion de tallos y hojas de Galphimia glauca Kuntze se realiz6 dos veces en el mes
de marzo y julio del 2017 en la poblacion de Tepoztlan, Morelos. Las muestras se
depositaron en el Herbario de la Universidad Autonoma de Morelos (HUMO) con nimero
de referencia 37527 (Cuadro 2). La identificacion fue realizada por parte del M. en C.

Gabriel Flores Franco.

Cuadro 2. Datos generales de especies de Galphimia glauca.

Planta No. de referencia Fecha de recolecta Posicion Altitud (m)
W 99° 1333’ 1800
G. glauca 37527 8 de marzo de 2018 N 18°9667’

Los tallos y las hojas de G. glauca obtenidas en las dos colectas, se secaron sobre papel
estraza a temperatura ambiente de 22 °C durante dos semanas. Posteriormente, se
pulverizaron con ayuda de un molino de mano. Se pesé el material vegetal de la primera
colecta realizada en el mes de marzo de los tallos de G. glauca, obteniendo 150 g de PS. En

la segunda colecta de las hojas de G. glauca en mes de julio, se obtuvieron 250 g de PS.

8.2 Preparacion del extracto crudo de Galphimia glauca

Se utilizaron 100 g de la muestra pulverizada de los tallos de G. glauca, se macer6 en 800
mL de MeOH (1:8) por 24 horas. Posteriormente se sénico la muestra por 15 minutos. Para
poder filtrar la muestra se utiliz papel filtro de punto medio, con ayuda de una bomba de
vacio se utilizd un rotavapor para separar el extracto del solvente a una temperatura de 40
°C a presion reducida, se emplea tres veces este procedimiento. Para evaporar el solvente, el

extracto metandlico se colocd en una campana de extraccion.

Se pesaron 250 g de la muestra pulverizada de las hojas de G. glauca y se empled el
procedimiento anteriormente descrito. Para obtener los extractos de las diferentes
fracciones, se utilizaron solventes de polaridad creciente como; Hexano, Cloroformo,
AcOEt y MeOH.
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8.3 Cromatografia en Capa Fina (CCF)

Para las muestras que se analizaron por cromatografia en capa fina (CCF), se pesaron 100
mg del material pulverizado, se colocaron en viales de 2 mL se agregé 1mL de MeOH, la
muestra se agitd por 2 minutos en vortex, posteriormente se sonico por 15 minutos y se
centrifugd por 15 minutos a 13000 rpm, se retir0 el sobrenadante en viales, se repitid este

procedimiento cuatros veces, hasta obtener el extracto metandlico.

Se utilizaron placas de silice grado analitico G/UV 254, 0.2 mm, en soporte y se emplearon
las fase movil CHCI3: AcOEt (1:4 v/v ml).

La visualizacion de los compuestos en CCF se realiz6 con una lampara de luz UV de
longitud de onda corta y larga a 232 nm, porque los triterpenos aislados de G. glauca, en
los trabajos citados anteriormente se observaron a esa longitud de onda. Las CCF se
revelaron con vainillina; H,SO, (1:10) debido a que es un revelador de fenoles.

Posteriormente, las cromatoplacas se calentaron a 100 °C para finalizar el revelado.

8.4 Cromatografia en Columna Abierta (CCA)

El fraccionamiento del extracto metandlico de los tallos de G. glauca, se llevo a cabo
mediante una columna abierta de dimensién 80 x 4 cm, la cual se empacé con 150 g de gel
de silice 60 de tamafio 53-110 um. Primero fue necesario compactar la silice con
cloroformo, se inici6 la separacion por gradiente de polaridad creciente utilizando la fase
movil CHCls: AcOEt (1:2, 1:3, 1:4, 1.5, 1:6 v/v ml) se utilizaron 200 mL de cada
proporcion, se recolectaron las fracciones en viales de 20 mL. Cada fraccién se analiz

mediante Cromatografia en Capa Fina (CCF) para identificar los compuestos.

8.5 Resonancia Magnética Nuclear de Protones (RMN-'H).

La muestra obtenida a través del proceso de purificacion se envié al Centro de
Investigaciones Quimicas (CIQ) de la UAEM. Los espectros de RMN-'H y *C se
obtuvieron en un aparato Bruker DMX-500, los cuales operaron a una frecuencia de 500
MHz para el registro de los espectros de RMN-'H, y 125 MHz para los de RMN-C.
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8.6 Espectrometria de Masas (MS)

El registro para los espectros de masas se realizara mediante el bombardeo réapido de
atomos (FAB) y en algunos casos, cuando se trate de una muestra volatil se empleard un
cromatografo de gases marca Hewlett Packard 5890 serie Il al espectrometro de masas
modelo JEOL SX-102 A, utilizando la técnica de impacto electrénico (IE) para lograr la

ionizacion.

9. ENSAYOS FARMACOLOGICOS DE G. GLAUCA

9.1 Evaluacién de la actividad antiinflamatoria in vitro de G. glauca.

Siguiendo la metodologia empleada por Flores-Vallejo (2017), se evalud la actividad
antiinflamatoria in vitro de G. glauca utilizando la linea celular de macréfagos murinos
RAW 264.7 (ATCC®) estimuladas con lipopolisacaridos (LPS) al determinar la
produccién de NO,”, como prueba indirecta de la inhibicion de la NO sintasa inducible
(iNOS); enzima que se activa durante procesos inflamatorios en células animales. La linea
celular RAW 264.7 se cultivd en medio DMEM-F12 (Dulbecco’s modified Eagle’s
medium (GIBCO Inc., NY, USA) suplementado con suero fetal bovino (10%) y se incubo a
37 °C y 5% CO,. Las células crecieron en placas (Corning®) de 25 cm? con un inéculo
inicial de 106 células, en un volumen de 5mL de medio de cultivo, el cambio de medio de
cultivo se realizd cada dos dias.

Después de 7-8 dias de iniciado el cultivo celular se procedio a realizar el ensayo de
actividad antiinflamatoria en placas (Falcon®) de 96 pozos. Las células (100 pL/pozo,
2x105 células/mL) fueron estimuladas con LPS (0.1pg/mL) para inducir la respuesta
inflamatoria, e incubadas por 24 hrs. a 37 °C y 5% CO,. Se evaluaron cuatro
concentraciones (100, 75, 50 y 25 pg/mL) de los compuestos purificados y del extracto
MeOH de las hojas de G. glauca con el objetivo de determinar si presentan o no actividad
antiinflamatoria. Se utiliz6 como control positivo a estas mismas concentraciones,
aminoguanidina; inhibidor directo de la iNOS. Posterior a la incubacion por 24h se tomaron
100uL del sobrenadante y se le afiadieron 100uL del reactivo de Griess (sulfanilamida 1%
y naftiletilendiamina diclorhidrato 0.1% en acido fosférico 2.5%). Se incubaron las placas
por 10 minutos, en la oscuridad, a temperatura ambiente y se midi6 la absorbancia a 540

nm.
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9.1.1 Método de Griess
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Figura 6. Reaccion quimica producida en la deteccion de nitritos por el método de Griess. Cuando se agrega el
acido sulfanilico, los nitritos forman una sal de diazonio y al agregar la a-naftilamina, se desarrolla un color
rosado formando un cromoforo.

9.1.2 Disefio experimental

Se determind la produccién de NO,™ y estos resultados se sometieron a un analisis de
varianza de una via (ANOVA), seguido de una prueba de Dunnett de comparacién
multiple. Las diferencias significativas entre los grupos se tomaron para p<0.05. Para el

analisis estadistico se utilizé el programa GraphPad Prism.

9.2 Evaluacién de la actividad antiinflamatoria in vivo de G. glauca

Para determinar el efecto antiinflamatorio, se utiliz6 la prueba de inflamacién inducida por
TPA (13-acetato-12-O-tetradecanoilforbol). En esta prueba se utilizaron ratones hembras de
la cepa CD1 con un peso corporal de 30-35 g. En grupos de 5 animales se colocaron en
cajas de acrilico transparente a una temperatura ambiente (24-26 °C), con un fotoperiodo
(luz/obscuridad) de 12 horas con agua y alimento ad libitum. Bajo anestesia general con
pentobarbital sédico (63 mg/kg) se produjo la inflamacion a través de la administracion
cutanea de una solucion de 10 pL de TPA, disuelto en etanol (0.250 mg/mL), en cada una

de las orejas.

Después de 5 a 10 minutos se administraron 20 pL de los compuestos a evaluar, vehiculo
(metanol) o el compuesto de referencia (indometacina, 1 mg/oreja). Cuatro horas después
de la aplicacion de TPA se sacrificaron los ratones por dislocacion cervical y
posteriormente se pesd una muestra de 6 mm de diametro de cada una de las orejas, y se
determind el porcentaje de incremento de inflamacion de la oreja con respecto al valor
basal y de efecto posteriormente se calcul6 utilizando las siguientes formulas:

Peso del edema * 100
Peso de la oreja basal

Porcentaje de inflamaciéon =
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inflamacion del tratamiento » 100

- 100
inflamacion del TPA

Porcentaje de efecto =

9.2.1 Disefio experimental

Para comparar mas de dos grupos experimentales se realizd un analisis de varianza
(ANOVA) seguido de la prueba de Dunnet con el programa estadistico Graphpad Prism 5.0
(San Diego CA, EUA). En donde una p< 0.05 se consider0 estadisticamente significativa.

Para determinar el efecto antiinflamatorio de indometacina y los compuestos ELA-1 y
ELA-2 se administraron via topica como se menciond anteriormente. El extracto crudo y
compuestos a evaluar se prepararon una sola vez y se almacenaron en refrigeracion (4°C), a
excepcioén de la indometacina que se preparé el dia del experimento. Se realizaron réplicas
del experimento en diferentes dias, con un total de 6-8 unidades experimentales por
tratamiento. En esta prueba una disminucion del peso del edema en comparacién con el

grupo tratado con el vehiculo se interpreta como efecto antiinflamatorio.

Administracion del TPA
(topico, 2.5 pg/10
plL/oreja)

| | 1L | | | Tiempo

| [ Il [ [ [ | (horas)

0  10min 1 2 3 4
Administracion del tratamiento (20 pL/oreja) Obtenciény pesado

de orejas (D, 6 mm)
Figura 7. Disefio experimental para evaluar el efecto del extracto metandlico y los compuestos ELA-1y
ELA-2 en la inflamacién aguda inducida por TPA.
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CAPITULO IlI

AISLAMIENTO, ELUCIDACION ESTRUCTURAL DE LOS COMPUESTOS ACTIVOS
DE G. glauca

XL. RESULTADOS Y DISCUSION

9.1 Material vegetal
Los rendimientos de los extractos vegetales de las partes de Galphimia glauca Kuntze se

presentan en cuadro 3.

Cuadro 3. Rendimiento de extractos vegetales.

Parte de la PS

Planta planta inicial Extracto PSeng PSen %
eng

Hexanico 4.44 1.776

Cloroférmico 6.97 2.788

G. glauca Hojas 250 AcOEt 5.92 2.368

MeOH 19.60 7.84

Tallos 250 MeOH 35.7 14.28

9.1.2 Resultados de cromatografia de columna abierta

Por medio de cromatografia de columna abierta (CCA) se aislaron dos compuestos los
cuales fueron nombrados ELA-1 y ELA-2, como se muestra en el diagrama 9 y 10, los
cuales se identificaron por medo de cromatografia de capa fina (CCF) en donde se
caracterizaron por adquirir una coloracion azul al ser revelado con vainillina/H,SO,4 como

se muestra en la figuras 11,12 y 13.

Cuadro 4 Rendimiento de los compuestos ELA-1y ELA-2 Tk a3 &
Partes de Compuesto Rendimiento =
G. glauca en mg - w—{:68.05 mm
Hojas ELA-1 69.3
Tallos -
_ T
Hojas ELA-2 34 -
— ——
Figura 8. Cromatoplaca de HPTLC (CAMAG) en los
23 carriles se visualiza el extracto MeOH (EM) de las

hojas, extracto MeOH de tallos, compuestos ELA-1,
ELA-2 de G. glauca. Fase movil CHCl;: AcOEt (1:4),
revelado con vainillina; H,SO,,



AISLAMIENTO DE LOS COMPUESTOS ELA-1Y ELA-2

250 g de hojas
G. glauca

Extracciones

Hexanico
4.44¢g
CCAl

Cloroformico

6.97¢g
CCA1l

CCA2
Fr.70-97
145.32 mg
CCA-2a
Fr.13-17 CCA3
| 4l4mg Fr. 38-65
CCA-3a CCA-4b "
Fr.1 6-34 Fr.5-9 CCA 4b
N 13,71 mg Fr.38-41
y ~  72.34mg
CCA-4a CCA-5b \
Fr. 13-24 Fr. 3-8 CCA5b
24.2 mg 12.45 mg Fr. 9-11
'1 44.33mg
CCA-6b
CCA-5a
Fr. 4-7 CCA b
Fr. 12-17 o o
B Fr. 7-10
— 21.2md '
g —
P CCA-Tb
CCA-6a Fr.5-8
Fr.5-9 - 835mg
.
CCA-8 |
Fr. 5-8 ELA-2 ELA-2
9.89mg 6 mg ELA-1 51
19 mg
ELA-1
12 mg

Figura 9. Diagrama de aislamiento de los compuestos ELA-1 y ELA-2 en hojas de G. glauca.
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AISLAMIENTO DE LOS COMPUESTOS ELA-1Y ELA-2.

Tallos

2¢% colecta
1509

1¢"colecta
1009

Extracién
MeOH

extraccion
MeOH

A

19.4q
extracto MeOH

CCA1l

16.3 g extracto
MeOH

CCA3
Fr. 15-18
7.14 mg

Figura 10. Diagrama de aislamiento de los compuestos ELA-1y ELA-2 en tallos de G. glauca.
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9.1.3 Cromatoplacas de CCF de los compuestos ELA-1y ELA-2.

1314 15161718192022

4 56 7891011121314

A B C
v Heen
= +.
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e e ‘
‘fkw 04
ron
{ o F70 F71 F72 F73 F74 F75 F76 F77 F78 F79 fgo F81 F82 F83 34 5 6 78 101112131415
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"
-
" . f
L
171819 20 21 34 5678 910

Figura 11. Cromatoplacas de CCF, (A) corresponde fracciones de primarias de CCAy (B, C, D, E, F, G)
fracciones con el compuesto ELA-1 aislados de las hojas de G. glauca por CCA, utilizando la fase mévil

CHCl3: AcOEt(1:4), revelado con vainillina; H,SO4,

s o ilkes v 9% #

32 3334 35 36 37 36383940424344 45 46 47 48 49

6566 67 68 69 70 71 72 7374 75 76

79 80 8182 83 84 85 86 87 88

Figura 12. Cromatoplacas de CCF, (A, B y C) corresponde a fracciones con el compuesto ELA-1 de CCA

aislados en tallos de G. glauca, utilizando la fase mévil CHCIl.: AcOEt (1:4), revelado con vainillina; H,SO,,
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ELA-2

Figura 13. Cromatoplacas de CCF (A, B, C, D y E) corresponde las fracciones de CCA del compuesto ELA-2
aislados en hojas de G. glauca, utilizando la fase mévil CHCI;: AcOEt (1:4), revelado con vainillina; H,SO,,
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9.2 Elucidacion estructural
Una vez realizada la purificacion de los compuestos (ELA-1) 1y (ELA-2) 2 se analizaron
por Resonancia Magnética Nuclear y Espectrometria de Masas, para poder elucidar su

estructura molecular.

La elucidacién estructural de los compuestos 1-2 permitié concluir que es triterpenos
novedosos que se enmarcan en el tipo de nor-triterpenos derivados del friedelano, siendo
que el primero una estructura nueva no reportada y la segunda estructura un nor-friedelano
galfimidina ya reportado por Camacho et al., 2002. ). Se consultaron en el banco de datos

internacional Scifinder para confirmar los datos de las moléculas aisladas de G. glauca.

Mediante el analisis de Resonancia Magnética Nuclear de protones (RMN-'H), se
obtuvieron espectros en donde se identificaron los hidrégenos que corresponden a cada
molécula, mientras que los espectros de carbono-13 (RMN-3C) mostraron los valores de
los carbonos de cada molécula, el analisis DEPT (Distortionless Enhancement by
Polarisation Transfer), en sus técnicas DEPT 135 y 90 se identificaron el tipo de carbono
(primario -CH3, secundario-CH2 y terciario-CH).

En la estrategia de elucidacion estructural de productos naturales, en particular de los
triterpenos, los espectros de correlaciones bidimensionales ofrecen informacion clave para

el establecimiento de la estructura quimica.

-~ - Y H
HHHHH H¥§H H H H HfH H H
M1 1 | | Y Lo Y I H H
C=C=C—C—C c—C—C—C—C C=C=C=C—C

HH COSY HSQC HMBC ROESY

Figura 14. Experimentos de RMN bidimensionales utilizados en la elucidacién estructural de triterpenos.

El espectro HSQC indica la correlacion heteronucleares a un enlace de distancia (1Jcy), en
este caso hace referencia a la correlacion que existe entre cada uno de los carbonos con los
protones unidos a ellos, mientras que el espectro HMBC permite conocer las correlaciones
heteronucleares a dos y a tres enlaces de distancia (2-3JCH), en este caso la relacion de los
carbonos con los protones unidos a carbones vecinos (Duddeck y col., 2000)
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9.2.1 Analisis espectral de RMN para la caracterizacion quimica estructural del
compuesto ELA-1.

A continuacion se muestran los espectros de RNM de *H, **C, DEPT, HSQC y HMBC (500
Y 125 MHz, CHCls-dg) del compuesto identificado como ELA-1 (Figuras 18, 19, 20, 21 y
22).

En la figura 15 se muestra el espectro de protones (RMN-'H) en donde se identificaron los
hidrogenos de cada molécula correspondientes a la molécula de ELA-1. En la figura 16 se
pueden observar el espectro de RMN3C totalmente desacoplado, que indica el nimero de
carbonos de la molécula; al centro esta el espectro DEPT 135, cuyas sefiales positivas
permiten identificar a los carbonos terciarios (CH) a tres carbonos primarios (CHs), y las
sefiales negativas los carbonos secundarios (CHy). El espectro DEPT 90, que aparece en la
Figura indica la presencia de carbonos terciarios (CH). En caso de no existir sefiales en los
espectros DEPT 135 y 90, pero que aparezca en el espectro totalmente desacoplado, se
tratard de unos carbonos cuaternarios (Cq) (Cuadro 5).

CH_0-27

CH_-25
CH _-26
CH -23

CH -28

RN AN AL

PPM 4.8 4.4 4.0 3.6 3.2 2.8 2.4 2.0 1.6 1.2 0.8
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Figura 15. Espectro de RMN-'H del compuesto ELA-1a 500 MHz en CDCls.

Cuadro 5. Determinacién de tipo de carbono mediante DEPT.

Tipo de Estadoen B Estadoen C

Representacion

Carbono gréfica
CH; Senal arriba Sin sefial —
CH, Sefial abajo Sin sefial I
CH Sefial arriba Sefial arriba I |
qC Sin sefial Sin sefal

qC CH, CH CH,

A A

A

c ‘L J Ll JLI’; ll

' I ' I ' I ' I ' I
PPM 160 120 80 40 0

Figural6. Espectro de RMN™C a 500 MHz del compuesto ELA-1. (A) Espectro totalmente desacoplado, (B)
DEPT 135, (C) DEPT 90.

Por ejemplo la senal 6c 110.61 correspondiente al C-19, que presenta una sefial negativa en
el espectro DEPT 135, indicando que se trata de un CH, (figura 16).
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CH/ CH, / CHy (+)

PPM 160 140 120 100 80 60 40 20

Figura 17. Espectro de RMN-*C del compuesto ELA-1a 500 MHz en CDCl;

CHICH; (+)

CH ()

PPM 160 140 120 100 80 60 40 20

Figura 18. Sub-espectro DEPT 135 del compuesto ELA-1 a 500 MHz en CDCl;,
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CH (+)

T i T i T i T i T i T i T i T i T
PPM 160 140 120 100 80 60 40 20 (o]

Figural9. Sub-espectro DEPT 90 del compuesto ELA-1 a 500 MHz en CDCls.
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Figura 20. Espectro bidimensional HSQC del compuesto ELA-1
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Figura 21. Espectro bidimensional HSQC del compuesto ELA-1.
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Figura 22. Espectro bidimensional HMBC del compuesto ELA-1

9.2.2 Analisis espectral de RMN para la caracterizacion quimica estructural del
compuesto ELA-2.

a S 4
3, 33
m m [3a} (2}
@) Sk 5
E{"‘n
Q
5("‘1
mm
@]
PPM 4‘.8 4.‘4 4i0 3ﬁ6 3‘.2 2.‘8 2ﬁ4 ZﬁO lﬁG 1i2 0.‘8

Figura 23. Espectro de RMN-"H del compuesto ELA-2 A 500 MHz en CDClj
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Figura 24. Espectro de RMN-3C del compuesto ELA-2 a 125 MHz en CDCl5.

Cuadro 6. Datos de RMN de *H y **C para los Compuestos 1-2 (los valores de J en Hz)

Posicion 1 (ELA-1) 2 (ELA-2) Galfimidina
Oy d¢ O S¢ Oy 8¢
1 1.50 16.44 1.50, m 16.43 1.45, m 16.2
1.54 153, m 1.55, m
2 1.62 1.93 31.71 1.81, m 315
1.93 34.90
3 3.86 73.02 4,90 74.72 4.93, brs 74.7
4 1.66 50.71 1.77, m 49.1 1.77, m 49.1
5 - 46.22 - 45.82 45.4
6 3.27 86.40 3.27 86.51 3.28,d 8 86.3
7 3.86 73.50 3.94 72.82 3.98, brt 8 725
8 1.60 49.90 1.64 49.98 1.66, brd 9 50.0
9 - 37.71 - 37.20 - 375
10 2.72 53.06 1.04 59.39 1.06, dd 10, 59.3
2.6
11 1.37 30.01 1.31 40.07 1.55, m 304
2.12 1.52 3.22,dd 12.2
12 3.12 30.59 2.12 33.81 1.43, m 29.6
1.57 3.18 2.18, m
13 - 79.50 - 80.05 - 79.9
14 43.64 - 43.59 - 43.8
15 1.38 25.37 2.12 30.52 1.55, m 39.8
1.80
16 419 65.37 1.36 25.49 1.40, m 25.3
4.08 1.82
17 - 41.51 - 41.50 1.95, m 41.5
18 3.97 73.50 - 79.52 - 79.5
19 2.64 45.35 2.33 45.36 2.37,d 13 45.0
2.36 2.65 2.66,d 13
20 - 144.35 - 144.01 - 144.1
21 2.90 33.56 2.31 34.37 2.20, m 33.2
2.52 2.51 254, m
22 1.50 39.84 2.70 53.35 274, m 52.7
1.62
23 1.48, CH; 18.54 1.32 16.94 1.35,d7 16.7
24 4.19,S 65.37 4.47 65.56 450,d 12 65.1
4.08 4.74 4.73,d 12
25 1.26, s 19.57 0.99, s 19.73 1.02, s 23.0
26 1.17,s 23.12 1.16, s 23.21 1.18, s 195
27 - 174.93 - 174.70 - 174.8
28 1.01,s 19.57 1.25,s 22.97 1.27,s 22.8
29 4,79 2H 110.71 478 2H 110.71 4.79, brs 110.4
4.81, brs
OAcC - - 2.01,s 21.39 21.2

34




170.77 170.3
OAc - - 2.08, s 21.59 2.04, s 214
170.25 170.0

CO,ME
OCH, 3.64 51.64 3.62 51.53 2.11,'s 51.4

Lo anterior permitio elucidar las estructura del compuesto ELA-1, comprobando que se

tratan de un nor-triterpeno (C3oH460s) como se muestra en la figura 25 y el compuesto

ELA-2 es un terpenoide derivado de un nor-secofriedelano llamado Galfimidina
(C34Hs3010) figura 26.

HO

Figura 25. Estructura del compuesto ELA-1.
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Figura 26. Estructura del compuesto ELA-2 reportada como Galfimidina.

CAPITULO IV
ACTIVIDAD FARMACOLOGICA DE LOS COMPUESTOS AISLADOS DE G. glauca.

9.3 Resultados de la actividad antiinflamatoria in vitro de los compuestos ELA-1y
ELA-2.

Los resultados de la evaluacion del potencial antiinflamatorio in vitro en macrofagos
murinos 274.7 del extracto metandlico asi como de los compuestos ELA-1 y ELA-2
presentan una mejor actividad antiinflamatoria con una 1Csy de 18.92 y 16.67 pg/mL
respectivamente, en comparacion con el extracto MeOH de las hojas de G. glauca que
inhibieron la produccién de (ON) con una ICs, de 44.89 pug/mL.
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Figura 27. Graficas de la actividad antiinflamatoria del extracto MeOH de las hojas de G. glauca, compuestos
ELA-1, ELA-2 y aminoguanidina (+) a [] de (A) 25, (B) 50, (C) 75 y (D) 100 pg/mL en la prueba de
inflamacién inducida por LPS, para la inhibicién iONS con una P<0.05.

T %

@,&o ’.‘°§ P ,f:l b@ L P '.\Qb I ,‘f;‘ & 2 @ o (ng/ml)

Ami id Extracto oli ELA-1

Figura 28. Grafica de comparacion de la actividad antiinflamatoria del extracto MeOH de las hojas de G.
glauca, compuestos ELA-1, ELA-2 y aminoguanidina (+) con una P<0.05.
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Extracto/compuesto Dosis por (%) Emax EDs, (mg/oreja)

mg/ oreja
Indometacina 0.1-1 82.25+1.8 0.52
Ext. MeOH 0.3-3 57.22+7.0 2.03
ELA-1 0.1-1 36.92+2.4 1.91
ELA-2 0.1-1 40.99+7.2 1.42

9.4 Resultados de la actividad antiinflamatoria in vivo en TPA de los compuesto ELA-
1y ELA-2

A continuacion se muestran los resultados obtenidos del potencial antiinflamatorio del
extracto MeOH de hojas de G. glauca, los compuestos ELA-1y ELA-2 in vivo en TPA.

Cuadro 7. Actividad antiinflamatoria de Galphimia glauca

Se evaluaron los efectos del extracto MeOH de las hojas de las G. glauca y de los
compuestos (ELA-1)1 y (ELA-2) 2 para la actividad antiinflamatoria en el modelo de
edema auricular inducido por 13-acetato-12-O-tetradecanoilforbol (TPA) en ratones CD1.
Mediante una curva de dosis-respuesta en donde el extracto MeOH presento un Emax de

57.22 = 7.0 con un EDs de 2.03 mg/oreja, los compuestos 1 y 2 presentaron un Emax de
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36.92 + 2.4y 40.99 £ 7.2 con un EDsp de 1.91 y 1.42 mg/oreja teodrica respectivamente, la
actividad antiinflamatoria, es significativamente diferente con una p<0.05 con respecto al
control (-), las dosis evaluadas de los compuestos no alcanzan el 50 % de inhibicién, por lo

que se necesita incrementarlas. Como se muestra en las gréaficas de las figuras 29, 30 y 31.

Los resultados obtenidos de la actividad antiinflamatoria se comparan con el estudio
realizado por Gonzales et al., 2013 de G. glauca colectados de Cuernavaca, Morelos, en
donde el extracto MeOH presento 1.48 £ 1.45 mg/oreja (X £ DS) comparado con los
resultados no presenta variabilidad en cuanto a la actividad, la galfimina A presento una
Emax de 99.01% y un EDs, de 0.81 mg/ oreja y la galfimina B un Emax de 90.8% y un
EDso de 0.31 mg / oreja de actividad antiinflamatoria. Estos resultados comparados con los
compuestos 1 y 2 aislados de la poblacion de Tepoztlan, Morelos (TM) presentan actividad
pero son menos activos que las galfiminas A y E esto puede deberse las concentraciones y

a la composicion quimica.

En el andlisis de las relaciones estructura-actividad de los compuestos activos es que ELA-
1 en su estructura quimica (figura 6) en la posicion C6 del anillo B, tiene un grupo
hidroxilo al igual que ELA-2 (Galfimidina) y presenta dos grupos acetatos en los carbonos
C3 y C24, lo cual sugiere que la presencia de una funcion oxigenada en el carbono C6 es
necesario para la actividad antiinflamatoria. Esto es lo se propone que sucede con las
galfiminas en donde la diferencia estructural entre estas dos galfiminas activas (GA, GE) y
el GB inactivo es el estado de oxidacion en la posicion C6 de anillo B. En esta posicion,
hay un grupo hidroxilo en GA y un grupo acetato en G E, mientras que en B, estos grupos
estan ausentes. Este hecho esta de acuerdo con la ausencia de actividad de las galfiminas G-

Ky G-L no oxigenadas C6 restantes.

Este es el primer estudio realizado de la actividad antiinflamatoria de los compuestos 1y 2
de aislados de G. glauca la de poblacion de TM, en el estudio realizado por Sharma et al.,

2012 esta poblacion es inactiva, porque no presentaba galfiminas, sin embargo esta

A B
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localidad presento en 77.2 % de actividad antiinflamatoria, los compuestos ELA-1 y ELA-2
y otros metabolitos secundarios podrian ser precursores dicha actividad. EI compuesto 2 fue
reportado de una poblacién de Guerrero, esta podria ser la misma especie de G. glauca y

presentar la actividad antiinflamatoria.

Figura 29. Efecto del extracto MeOH de G. glauca y del compuesto ELA-2 en la prueba de inflamacion
inducida por TPA. A) Porcentaje de actividad antiinflamatoria, ANOVA de una via seguida de una prueba de
Dunnett con respecto al Veh * P<0.05, y B) Concentracidn inhibitoria 50 (Cls). Cada punto representa n=4-
6.
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Figura 30. Gréficas del efecto de los compuestos (a ELA-1y (b ELA-2 en la prueba de inflamacién inducida
por TPA. A) porcentaje de actividad antiinflamatoria, ANOVA de una via seguida de una prueba de Dunnett
con respecto al Veh * P<0.05, y B) Concentracion inhibitoria 50 (Clsg), cada punto representa n=6-8 para
ELA-1, para ELA-2 n=4-6.
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Figura 31. Curvas de concentracidon respuesta (CCR) del extracto y compuestos de G. glauca. Concentracion
inhibitoria 50 (Clsg). Cada punto representa n=4-6. Notese que los compuestos ELA-1, ELA-2 a las
concentraciones evaluadas no alcanzan el 50% de inhibicion, por lo que la Cls, presentada es tedrica, se
necesita aumentar el rango de concentracién a evaluar para obtener una Clsy experimental.

XI. CONCLUSION

La presente investigacion se empled técnicas de cromatografia de columna abierta y
cromatografia de capa fina permitieron aislar y purificar los compuestos ELA-1 y ELA-2
de los extractos Hexanico, AcOEt, MeOH de hojas y a ELA-1 del extracto MeOH de los
tallos G. glauca, colectadas en Tepoztlan, Morelos.

Mediante el anélisis de Resonancia Magnética Nuclear de protones, carbono (RMN- *H,
3C) y sus modalidades bidimensionales, permitieron elucidar las estructuras quimicas de
los compuestos 1 y 2, indicando que se trata de un nuevo Nor-triterpenos y un nor-
friedelano reportado como Galfimidina, el cual se le realizaron las asignaciones correctas

de sus carbonos.

Los compuestos 1 y 2 presentaron actividad antiinflamatoria en los ensayos in vitro
utilizando macréfagos murinos de la linea celular RAW 274.7.

Los compuestos también presentaron actividad antiinflamatoria in vivo en el modelo

edema auricular agudo inducida por TPA en ratones CD1.
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XI. PERSPECTIVAS

e El presente estudio abre un campo mas amplio de estudio en el &mbito fitoquimicos,
farmacoldgico y biotecnolégico. Algunas de las actividades que se proponen las

siguientes:
Fitoquimico

e Purificar los compuestos ELA-1 y ELA-2 para realizar mas ensayos farmacoldgicos y
biotecnologico.

e Cuantificar los compuestos puros por métodos de cromatograficos como HPLC.

Farmacologico

e Evaluar los compuestos ELA-1 y ELA-2 en las actividades antibacterianas, citotdxicos.
e Proponer el mecanismo de accion de los mecanismos los compuestos ELA-1 y ELA-2

con respecto a la actividad antiinflamatoria.
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Biotecnologico

e Establecer un protocolo para el cultivo in vitro de la especie G. glauca para la
produccién de ELA-1y ELA-2.

e Determinar la actividad antibacteriana y citotoxica de los compuestos obtenidos de
cultivos in vitro de G. glauca.

o ldentificar y cuantificar la presencia de los compuestos y seleccionar las lineas estables

e hiperproductoras de los compuestos activos.
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