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RESUMEN

Las enfermedades cardiovasculares constituyen la principal causa de muerte en
México y a nivel mundial. En general, estas enfermedades son incurables y
solamente pueden ser controladas mediante el uso de diversos farmacos, los
cuales son costosos, haciéndolos inasequibles para la mayoria de los pacientes,
y presentan efectos adversos considerables como hipotension, bradicardia,
hipocalemia e hiperuricemia, por lo cual una gran proporcidén de pacientes recurre
a las plantas medicinales. Una de éstas, adaptada a las condiciones geograficas
de México, es Dracocephalum moldavica L. (Lamiaceae), la cual, ademas de otros
usos, se emplea para controlar la hipertension. Los pacientes la obtienen
comunmente en mercados de plantas medicinales. Los objetivos del presente
estudio fueron evaluar la actividad vasorrelajante de los extractos diclorometanico
y metandlico obtenidos a partir de las partes aéreas de una muestra de D.
moldavica, mediante el ensayo de aorta aislada de rata, y realizar el estudio
fitoquimico de sus metabolitos secundarios. Los resultados de la evaluacion
farmacologica indicaron que ambos extractos, el diclorometanico (CEso = 68.43 +
1.2 ug/mL) y el metandlico (CEso = 56.16 + 1.1 pg/mL), relajan la aorta de una
manera dependiente de la concentracion. Ambos extractos presentaron una
potencia similar a la de la acetilcolina (CEso = 46.37 = 1.1 ug/mL), la cual se utilizd
como control positivo. El estudio quimico del extracto metandlico libre de taninos
y clorofilas, por su parte, permitié la identificacibn mediante RMN de tres
compuestos: el flavonoide tilianina como uno de los mayoritarios, asi como 2
acidos triperpénicos minoritarios, el ursolico y el oléanico, todos con actividad
vasodilatadora previamente reportada. Estos y otros compuestos fueron
purificados _utilizando cromatografias en columna (CC) y capa fina (CCF). El
registro de los espectros de RMN de otros compuestos mayoritarios aislados se
encuentra en proceso, con lo cual se espera enriquecer el panel de posibles
marcadores quimicos para el extracto polar (metandlico) que den un sustento
cientifico al uso tradicional de esta especie para tratar la hipertension.

Palabras clave: Dracocephalum moldavica, hipertension, tilianina, acido ursalico,
acido oleandlico



ABSTRACT

Cardiovascular diseases are nowadays the main cause of deaths in Mexico and
worldwide. In general, these diseases are incurable and can only be controlled by
the available drugs. However, besides many adverse effects (hypotension,
bradycardia, hypokalemia and hyperuricemia) they have, the current treatments
are expensive, and then unaffordable for most of the patients, so that a large
proportion of sufferers’ resorts to medicinal plants. One of these, adapted to the
geographical conditions of Mexico, is dragonhead [Dracocephalum moldavica L.
(Lamiaceae)], which, among other uses, is employed to control high blood
pressure. Patients commonly acquire it from popular' medicinal plant markets. The
aim of the present study was to assess the vasorelaxant activities of
dichloromethane and methanol extracts obtained from the aerial parts of a
commercial sample of this plant, and to.chemically characterize some of its
vasorelaxant secondary metabolites. The vasorelaxant effects were tested on rings
of isolated rat aorta. It was found that both extracts relax the tissue in a
concentration-dependent manner, with the ECso = 68.43 £ 1.2 yg/mL and 56.16 +
1.1 yg/mL, respectively. Both extracts showed a similar potency than that of
acetycholine (ECso = 46.37 + 1.1 pg/mL), which was used as positive control. The
chemical study of the tannins and chlorophylls-free methanol extract led to the
identification of three compounds: the flavonone tilianin as one of the major
compounds and two minor triterpenic acids, ursolic and oleanolic acids, all with
previously reported vasodilator activity. These and other compounds were purified
using open column (CC) and thin-layer (TLC) chromatographies. The structures of
the three compounds were established based on extensive studies of their NMR
spectra. In addition, NMR spectra recording of other purified major compounds is
underway. It is hoped to enrich the panel of the possible chemical markers for the
polar (methanol) extract to have a more consistent scientific basis for the traditional
use of this species to treat hypertension.

Keywords: Dracocephalum moldavica, hypertension, tilianine, ursolic acid,
oleanolic acid
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GLOSARIO DE TERMINOS

13C-RMN: Resonancia Magnética Nuclear de 3C.

"H-RMN: Resonancia Magnética Nuclear de "H.

ACh: Acetilcolina.

AcOEt: Acetato de etilo.

MeOH: Metanol.

DCM: Diclorometano (CH2Cl2).

CC: Cromatografia en Columna.

CCF: Cromatografia en Capa Fina.

CCFP: Cromatografia en capa fina preparativa.

CCR: Curva Concentracion-Respuesta.

DEPT: en inglés: Distortionless Enhancement by Polarization Transfer.

HMBC: en inglés: Heteronuclear Multiple Bound Correlation.

HPLC: Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucion (del inglés: High
Performance Liquid Chromatography).

HSQC: del inglés: Heteronuclear Simple-Quantum Coherence.

OMS: Organizacién Mundial de la Salud.



1. INTRODUCCION

Durante siglos, los productos naturales han sido un apoyo muy grande a la
supervivencia del ser humano, pues han servido como fuente de alimentos y
remedios a gran variedad de padecimientos. En las ultimas décadas, se han vuelto
a retomar esos productos como fuentes de compuestos con actividad bioldgica
que pueden convertirse en nuevos medicamentos o servir como fuente de
inspiracion para el desarrollo de éstos ante el problema del creciente aumento de
las enfermedades cronico-degenerativas y las limitaciones de la sintesis total de
farmacos (Newman y Cragg, 2016).

Un grupo de importancia dentro de las enfermedades cronico-
degenerativas es el de los padecimientos cardiovasculares, que representan un
problema grave en paises en los cuales los ingresos econdmicos de la poblacion
son bajos o medios, como es el caso de México donde son la primera causa de
muerte (INEGI, 2017).

En México, el uso de la medicina tradicional para el tratamiento de
diferentes padecimientos, incluidos los cardiovasculares, como un apoyo a la
medicina moderna, esta muy arraigado, debido a su riqueza botanica y cultural.
Ademas, nuestro pais ha permitido el crecimiento de especies foraneas que se
han ido introduciendo dentro de la medicina tradicional mexicana, como lo es el
caso del llamado toronjil extranjero, chino o azul [Dracocephalum moldavica L.
(Lamiaceae)] que ha sido utilizado principalmente junto con los toronjiles
mexicanos (Agastache spp.) en padecimientos del sistema nervioso central, asi
como para tratar tos, picaduras de alacran e hipertensién (Loredo-Medina y col.,
2002). Sin embargo, en México, la investigacion de D. moldavica se ha limitado
principalmente a la evaluacion de su efecto sobre el sistema nervioso central,
aunque de manera preliminar, se ha determinado el efecto vasodilatador del
extracto acuoso en el modelo de aorta aislada de rata en el cual demostr6 su
potencial como fuente de compuestos vasorrelajantes (lbarra-Alvarado y col.,
2010). El presente proyecto se enfoco en la investigacion del efecto vasorrelajante

de los extractos metandlico, libre de grasas y taninos, y del diclorometanico de D.



moldavica en el modelo de aorta aislada de rata, asi como caracterizar

quimicamente los compuestos relacionados con este efecto.



2. ANTECEDENTES

2.1. Productos naturales para la salud

Los productos naturales han sido utilizados durante siglos, como remedios
(Kuo y col., 2009) y en las ultimas décadas han sido fuente de una gran cantidad
de compuestos con actividad bioldgica (Citodlu y Acikara, 2012).

El potencial de los productos naturales es muy grande y s6lo una pequefia
proporcion de ellos ha sido investigada de manera cientifica. En paises europeos,
se han integrado al sistema de salud los fitomedicamentos, aunque sus
componentes quimicos y sus mecanismos de accidon no sean completamente
conocidos (Keskin y col., 2012) y entre esos productos comerciales, destacan los
relacionados con el sistema cardiovascular (Edwards y col., 2012). De manera
adicional, se ha suplementado la dieta con fitoquimicos como una forma de
prevencion de la enfermedad, aunque en la mayor parte de los casos, sin el

desarrollo de protocolos para su analisis quimico (Calgiani y col., 2013).

2.2. Género Dracocephalum

Alrededor del mundo, el género Dracocephalum se distribuye en América,
Europa y Asia (Jantschi y Bolboaca, 2013).  El género Dracocephalum
pertenece a la familia Lamiaceae y cuenta con 70 especies; de ellas se ha
investigado principalmente el aceite esencial. La mas investigada es D. moldavica
originaria de Siberia y Asia Central (Weremczuk-Jezyna y col., 2013). En Europa,
es una especie cultivada, mientras que en China se usa junto con Dracocephalum
tanguticum Maxim (Kakasy y col., 2006; Selenge y col., 2014; Li y col., 2016).
Recientemente, se ha prestado mas atencién al género por sus diversos efectos

biolégicos (Selenge y col., 2014).

2.3. Caracteristicas botanicas de Dracocephalum moldavica
Dracocephalum moldavica (Cuadro 1) es una planta herbacea, anual, que
alcanza 25-75 cm de altura (Maham y col., 2013). El tallo es recto y se divide en

4. Las hojas son opuestas, largas, de forma ovalada y con tallos cortos. Las flores



son de color azul-violeta en pediculos cortos (Figura 1) (Nikitina y col., 2008). Su

clasificacion taxondmica se indica en el Cuadro 1.

T onna.Sid eniss

Figura 1. Fotografia de Dracocephalum moldavica (Sudenius, 2012).

Cuadro 1. Informacién taxonémica de Dracocephalum moldavica
(Tropicos, 2019).

Clase Equisetopsida

Subclase Mongoliidae

Superorden Asteranae

Orden Lamiales

Familia Lamiaceae

Género Dracocephalum

Especie Dracocephalum moldavica L




2.4. Distribucion geografica de Dracocephalum moldavica

Dracocephalum moldavica es una especie nativa de Asia, que se ha
adaptado bien a las condiciones de Meéxico (Lopez-Rubalcava y Estrada-
Camarena, 2016). Se reporta que se encuentra en el ejido El Rosario en el
municipio de Ocampo en Michoacan, en la Reserva de la Biosfera de la Mariposa

Monarca (Loredo-Medina y col., 2002).

Dracocephalum moldavica es conocida en otros paises como cabeza de
dragon y balsamo de dragén y, en México, como toronijil azul o extranjero (Lopez-
Rubalcava y Estrada-Camarena, 2016). Se ha reportado que las caracteristicas
farmacologicas de la planta son afectadas por factores genéticos y ecologicos
(Golparvar y col., 2016; Li y col., 2016).

En 2006, D. moldavica fue introducida en Egipto y debido a su potencial
como fuente de compuestos con actividad biologica, se busco la forma de mejorar
las condiciones de espaciamiento y nutrientes para que la planta mejorara los
rendimientos de metabolitos secundarios en el aceite esencial (Hussein y col.,
2006).

2.5. Usos tradicionales de Dracocephalum moldavica

Algunas especies de este género son usadas en la medicina tradicional de
diversos paises como analgésicos, también en el tratamiento de enfermedades
renales, dolor de dientes, resfriado, angina, enfermedades cardiovasculares,
migrafia, neuralgia, digestivo, carminativo, digestivo, antiemético (Tajabadi y col.,
2017; Miraldi y col., 2001).

Dracocephalum moldavica, en particular es usada en el tratamiento de
padecimientos cardiovasculares, atribuyéndose su actividad benéfica
principalmente a la presencia del acido rosmarinico, éster dimérico del acido

caféico, el cual reduce el estado cardiopatolégico y la presiéon sanguinea (Karthik



y col., 2011) y protege contra el infarto agudo al miocardio (Najafi y col., 2008,
Javidanpour y col.,, 2017). Por esta razén, se ha tratado de controlar las
condiciones de su crecimiento para poder suministrar este dimero del acido

caféico a diferentes industrias (Weremczuk-Jezyna y col., 2013).

En México, algunas veces, la especie es usada en combinacidén con otras
plantas, en diversas preparaciones. Por ejemplo, en conjunto con Agastache
mexicana xolocotziana y Agastache mexicana mexicana, se prepara una infusion
conocida como “Los tres toronjiles”, la cual es usada como agente sedativo y
tranquilizante, sin ser ansiolitico, en lo que popularmente se conoce como
“nervios” (Loredo-Medina y col., 2002; Guzman-Gutiérrez y col., 2014; Heinrich y

col., 2014; Lépez-Rubalcava y Estrada-Camarena, 2016).

“Los tres toronjiles” no es la unica combinacién en la que se usa D.
moldavica; pues existe una infusién preparada con canela (Cinammonum sp.), flor
de manita (Chiranthodendron pentadactylon), tila (Tentstroemina spp.), azahar
(Citrus spp.) e hinojo (Foeniculum vulgare) que se usa para el alivio de desordenes

nerviosos (Martinez-Vazquez y col., 2012).

En la medicina tradicional mexicana, D. moldavica ademas de su uso en
desoérdenes del sistema nervioso central, también se ha usado en casos de
desmayos, enfermedades catarrales, curacion de heridas, en el tratamiento de
“aire”, dolor de cabeza, dolor de estbmago, “espanto” o “susto”, mareos, picaduras
de escorpidn, hipertension, pulmonia y tos (Loredo-Medina y col., 2002; Lopez-

Rubalcava y Estrada-Camarena, 2016).

Dracocephalum moldavica es una de las 92 especies reportadas por
Guzman-Gutiérrez y colaboradores (2014) para el tratamiento del “susto” en la
medicina tradicional y que representan entre 2.74 y 2.96% del total de plantas

medicinales en México.



Debido a su alto contenido de compuestos fendlicos, se cred un “snack’, al
que se adicionaron durante su preparacion hojas de D. moldavica, haciéndolo un
alimento funcional rico en fibra y con potencial antioxidante (Wojtowicz y col.,
2017).

2.6. Efectos farmacolégicos comprobados de Dracocephalum spp.

Se ha comprobado experimentalmente su actividad antirreumatica,
antitumoral, antimutagénica, antioxidante, antiséptica, estimulante (Golparvar y
col.,, 2016), inmunomoduladora, antihipoxica, antimicrobiana (Li y col., 2016),
tripanocida y cardioprotectora (Jantschi y Bolboaca, 2013). Se ha reportado que
el extracto hidroalcohdlico tiene actividad adaptogénica y neurotrépica (Nikitina y
col., 2008). También se ha probado en modelo de corazon aislado de rata, su
efecto cardioprotector contra dafios por isquemia y reperfusion (Najafi y col.,
2008), mientras que, en modelos de rata de isquemia, la fraccion rica en
compuestos fenolicos ha demostrado ser eficaz como cardioprotector en estos
episodios y como posible remedio para tratar enfermedades coronarias (Zeng y
col., 2010, Jiang y col., 2014).

Los extractos hidrometandlicos ricos en polifenoles de D. moldavica
europea (Rumania) mostraron actividad protectora contra genotoxicidad inducida
por bleomicina y varia su actividad antioxidante al comparar con extractos de D.
moldavica que crece en otros lugares como Rusia y Asia Oriental (Aprostosoaie y
col., 2016). De manera adicional, en ratones, los extractos hexanico e
hidrometanélico mostraron un efecto similar al farmaco imipramina en el

tratamiento de depresién (Jiménez-Zufiiga y col., 2016).

En modelos de rata, el extracto hidroetandlico de D. moldavica por su parte,
mostrd proteccion contra la enfermedad de montafia crénica, al lograr disminuir la

presion arterial (Maimaitiyiming y col., 2014).



El aceite esencial de D. moldavica tiene actividad insecticida contra
Sitophilus zeamais y Tribolium castaneum (Chu y col., 2011), mientras que los
extractos ricos en flavonoides exhiben actividad antiinflamatoria en células

musculares vasculares lisas (Xing y col., 2013).

En México, se comprobd la actividad vasodilatadora del extracto acuoso de
esta especie en aorta aislada de rata. En dicho estudio, también se determiné la
presencia de algunos compuestos fendlicos en el extracto acuoso obtenido de la

maceracion de las partes aéreas (lbarra-Alvarado y col., 2010).

2.7. Perfil quimico de Dracocephalum spp.
Los estudios fitoquimicos de especies del género Dracocephalum fueron
enfocados en un principio principalmente en componentes volatiles y su actividad

antioxidante (Dastmalchi y col., 2007).

Sin embargo, dichos estudios se han ampliado y hasta el afio 2017, se
habian reportado 246 compuestos de diferente naturaleza, tales como
flavonoides, terpenoides, esteroles, glicésidos y componentes volatiles. Debido a
su composicion quimica compleja y el sinergismo que causan sus metabolitos
secundarios, es necesario el desarrollo de procedimientos analiticos para definir
cantidades Optimas para uso medicinal (Liy col., 2016, Tajabadiy col., 2017), pues
la calidad de la planta como medicamento depende de su contenido quimico que
varia de acuerdo con su ubicacion geografica y la temporada de recoleccion (Li y
col., 2016).

De diferentes extractos de D. moldavica, se han identificado una gran

variedad de compuestos (Cuadros 2-4).



Cuadro 2. Algunos de los compuestos identificados en los aceites esenciales de

D. moldavica.

Compuestos Referencias

Acetofenona, d-terpineol,
4-terpineol, cis-carveol, a-pineno, Chu y col., 2011
carvona, , germacreno-D, 6xido de
cariofileno, &-terpineol, sabineno

Mirceno, limoneno, o-terpineno, p- | Golparvary col., 2016
cimeno, 6xido de linalool, linalool,
cis-crisantenol

Linalool, geraniol, geranial, timol, Tajabadi y col., 2017
p-cimeno, acetato de nerilo, E-
citral, 1,8-cineol,

Cuadro 3. Compuestos identificados en extractos hidroalcohélicos de D.
moldavica.

Compuestos Referencia

Kaempferol, quercetina, esculetina, diosmetina,
acacetina, apigenina, santaflavona, luteolina,
cirsimaritina, salvigenina, agastacosido, acido
rosmarinico, 7-O-3-D-glucopiranosil acacetina,
7-0O-neohesperidosil diosmetina,
7-O-neohesperosil acacetina, Yang y col., 2014a
7-O-neohesperosil-luteolina,
7-O-B-D-glucuronil-luteolina,
7-0O-B-D-glucuronil-apigenina,
7-0O-B-D-glucuronil diosmetina,
7-O-B-D-glucuronil acacetina




Cuadro 4. Compuestos identificados en extractos acuosos de D. moldavica.

Compuestos Referencias

7-O-B-(6"-O-malonil)- acatenina, Liy col., 2016
7-0O-B-(6"-O-malonil)- apigenina
(-)-rabdosina, (+)-rabdosina, acido
rosmarinico, acido metilrosmarinico, Zhangy col., 2017
(+)-rabdosinato de sodio, rosmarinato de
sodio, (+)-danshensu

7-0-B-D-(6"-O-malonil)-glucosil acacetina,
7-0O-(6"acetil)-glucosil acacetina, 7-O-3-D-
(6”’-O-malonil)-glucosil luteolina, 7-O-3-D-

. . , . Martinez-Vazquez y col.,
glucuronil 3’-metoxiacacetina, 7-O-p-(6"-

O-malonil)-glucosil apigenina, 7-p-O- 2012

glucosil diosmetina, 6-malonil-arbutina,

diosmetina, 8-hidroxi-salvigenina

Salvigenina, gardenina A Lopez-Rubalcava y
Estrada-Camarena,
2016

En Dracocephalum tanguticum, se han reportado glicésidos de
espermidina, los dracotanésidos A-D (Liy col., 2016). En Dracocephalum rupestre,
se han aislado 16 flavoalcaloides llamados dracocefinas, cuyas estructuras
quimicas consisten en la conjugacion de una flavona y una pirrolidin-2-ona
(Khadem y Marles, 2012). En la Figura 2, se representan estructuras selectas de

los compuestos identificados en Dracocephalum moldavica.

2.8. Metodologia general de estudios fitoquimicos

2.8.1. Técnicas de extraccion
La extraccion es la liberacion de los productos naturales deseados del

material crudo que puede usarse en estudios farmacoldgicos o hacer pruebas
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preliminares de los compuestos presentes. La eleccion de un método de
extraccion depende de la naturaleza del material, de los compuestos, asi como

del propdsito con que se hace (Zhang y col., 2018 Brusotti y col.; 2014, Sticher,
2008).

OH

B-cariofileno Geraniol

X

Tilianina

Acido oleandlico

Figura 2. Estructuras de algunos compuestos selectos identificados EN D.

moldavica.

La mayoria de los procesos de extraccion son del tipo sélido-liquido, en el

que se usa un solvente que se difunde dentro de las células, solubiliza los
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metabolitos y los difunde en el exterior de la célula. Generalmente, se utilizan
como solventes hidrocarburos clorados, ésteres y alcoholes de bajo peso
molecular e incluso agua. Sin embargo, con el proposito de evitar contaminacion
por hongo, o accidén de enzimas, se acostumbra a eliminar el agua del material de
estudio (proceso conocido como desecacion), previo a la extraccion con
disolventes organicos. Posteriormente, el material vegetal seco se extrae
utilizando diferentes métodos: maceracion, extraccion con solvente asistida con
ultrasonido, percolacion, Soxhlet, destilacion por reflujo o arrastre con vapor y

extraccion acido-base (Zhang y col., 2018; Brusotti y col.; 2014).

Otra manera de extraccion es usando fluido supercritico, que desplaza a
los compuestos organicos, siendo mas inocuo al ambiente y sus propiedades
pueden ser variadas en funcién de la temperatura o la presion, pero este método

requiere de equipos especiales para ello (Brusotti y col.; 2014).

2.8.2. Andlisis fitoquimico

En los ultimos afos, la investigacion de productos naturales ha ganado
impulso por los desarrollos alcanzados en las técnicas de separacion, asi como
en las espectroscopicas, los ensayos in vitro ultrasensibles y el cribado de alto
rendimiento [High Throughput Screening (HTS)] (Sarker y Nahar, 2012).

En cuanto a los analisis de pre-aislamiento de los extractos crudos de
diferentes matrices, aislamiento, deteccidén en linea, derreplicacion, estudios de
quimiotaxonomia y biosintesis, huella digital quimica, control de calidad de
productos herbales y estudios metabolémicos, estas determinaciones se han
vuelto mas sencillas con el desarrollo de técnicas modernas sofisticadas
acopladas, como cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas
(CG-EM), cromatografia de liquidos con detectores de arreglo de diodos (PDA: en
inglés, Photo Diode Array), espectroscopia infrarroja con Transformada de Fourier
(IR-TF), Resonancia Magnética Nuclear (RMN), cromatografia de liquidos (LC: en

inglés, Liquid Chromatography) acoplada a resonancia magnética nuclear
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acoplada a espectrometria de masas (MS: en inglés, Mass Spectrometry) y

electroforesis capilar acoplada a espectrometria de masas (Altemimi y col., 2017).

Junto con las técnicas de separacion, aislamiento y elucidacion estructural,
ha habido una evolucién en la estrategia de la investigacion de productos naturales

y estas ultimas se dividen en dos:

a) Las viejas estrategias: predominantemente enfocadas en compuestos
mayoritarios, sin importar la actividad, principalmente de plantas superiores,
seguido de los ensayos biologicos, el estudio quimiotaxonémico y la seleccidn en

base a la informacion etnofarmacologica o uso tradicional (Sarker y Nahar, 2012).

b) La estrategia moderna esta guiada por los bioensayos in vivo, para
identificacion y aislamiento de los compuestos lideres de la fuente natural, la
produccion de librerias para evitar la derreplicacién, la produccién de compuestos
activos en tejidos usando células manipuladas genéticamente y quimica
combinatoria natural, la introduccion de técnicas usadas en metabolémica
identificando sus huellas digitales quimicas, el uso de organismos diversos y la

busqueda por uso tradicional y aleatorio (Sarker y Nahar, 2012).

2.8.3. Técnicas de separacion y purificacion

Como en la extraccion, hay que considerar un grupo de caracteristicas de
la naturaleza de los metabolitos para poder aislar los de interés en la fracciéon
cruda; tales serian la solubilidad, propiedades acido-base, carga, estabilidad y
tamano molecular. La mayoria de las separaciones por cromatografia son en

estado liquido-sélido en forma planar y por columna (Sarker y Nahar, 2012).

La forma mas usada de separar y aislar es la cromatografia en sus
modalidades clasicas y modernas como la cromatografia flash, cromatografia en
columna abierta, cromatografia en capa fina, cromatografia en capa fina

preparativa (CCFP), cromatografia de intercambio iénico, cromatografia en
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columna seca, cromatografia en capa fina de alta resolucién, cromatografia multi
flash, cromatografia de liquidos de alta resolucién (High Performance Liquid
Chromatography, por sus siglas en inglés HPLC), cromatografia de liquidos
usando vacio, cromatografia en fase solida, cromatografia de fluido supercritico,
destilacién molecular y las modalidades acopladas: HPLC-PDA, LC-MS, LC-MS-
NMR (Zhang y col., 2018; Sarker y Nahar, 2012; Brusotti y col., 2014, Sticher,
2008).

2.8.4. Técnicas de elucidacion estructural

Una vez aislado un compuesto de la fuente natural, es necesaria la
identificacion de la estructura; este es un proceso que consume una gran cantidad
de tiempo y es considerado un cuello de botella en la investigacion de productos
naturales. La forma mas segura de elucidacion es con el uso de métodos
espectroscopicos y en algunos casos con la ayuda de la inteligencia artificial
(Sarker y Nahar, 2012).

Los métodos espectroscopicos mas usados son:

a) Espectroscopia infrarroja, la cual da informacién sobre los grupos funcionales

presentes en la molécula,

b) Espectrometria de masas, que proporciona la masa molecular, férmula
moleculary patron de fragmentacion, siendo las formas de ionizacién mas usadas,
el impacto electrénico, electrospray, ionizacion quimica, bombardeo rapido

atémico y la desorcidn de matriz asistida con laser.

c) Sin embargo, la espectroscopia que proporciona un panorama mas completo
sobre la estructura de un compuesto organico es la resonancia magnética nuclear,
la cual provee informacion sobre el nUmero y tipo de carbonos e hidrogenos en la
molécula, asi como sus relaciones. Esta se divide en dos: la NMR unidimensional

y la bidimensional.
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d) Para compuestos cristalinos, la cristalografia de rayos X proporciona la

estructura cristalina de la molécula.

e) Dada la frecuencia de la presencia de numerosos centros quirales en los
metabolitos secundarios, la polarimetria proporciona informacion acerca de la

estereoquimica de dichos centros (Ingle y col., 2017; Sarker y Nahar, 2012).

2.9. Importancia de las enfermedades cardiovasculares

Las enfermedades cardiovasculares son un conjunto_de trastornos que
involucran al corazén y los vasos sanguineos, que afectan principalmente a los
paises de bajos y medianos ingresos. A nivel mundial, esas enfermedades
representan 31% de las muertes totales anuales, o sea 17.7 millones de muertes
(WHO, 2017a).

La urbanizacién, la industrializacién y la globalizacion que acompafan la
transicion econdmica traen consigo cambios en los modos de vida que propician
las enfermedades cardiacas, como el consumo de tabaco, dieta no saludable,

inactividad fisica y consumo excesivo de alcohol (WHO, 2017b).

La atencion clinica de las enfermedades cardiovasculares es costosa y
prolongada. Estos costos directos desvian los escasos recursos de las familias y
las sociedades hacia la atencibn médica. Estas enfermedades afectan a las
personas en plena madurez, por lo que desbaratan el futuro de las familias que
dependen de ellas y socavan el desarrollo de las naciones al privarlas de valiosos
recursos humanos en sus afos mas productivos. En los paises desarrollados, los
grupos socioecondémicos mas bajos registran una mayor prevalencia de factores
de riesgo, una incidencia mas alta de enfermedades y una mortalidad mayor. En
los paises en desarrollo, a medida que la epidemia de las enfermedades
cardiovasculares se vaya asentando, la carga se desplazara hacia los grupos

socioeconémicos mas desfavorecidos (WHO, 2017c).
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Por medio de la iniciativa Global Hearts, la Organizacion Mundial de la
Salud (OMS), planea la disminucién de estas enfermedades por medio del
fortalecimiento del manejo de enfermedades cardiovasculares en el cuidado
primario de la salud. Después de esta iniciativa, siguié una segunda, llamada
Resolve to Save Lives, que regenera el impetu de los esfuerzos de la anterior
(WHO, 2017a; WHO, 2017b).

2.9.1. Definiciéon de hipertension

Se define que un paciente padece de hipertension crénica, cuando la
presion arterial media es mas alta de un intervalo aceptado como normal (Hall,
2011) y depende de la edad y poblacion. En el caso de México, lo dictamina el
Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS), el cual lo publica en la guia
“Consenso de Hipertension Arterial Sistémica en México”. En esta guia, se
considera que un paciente es hipertenso, cuando su presion sistélica es mayor a

140 mm Hg y la diast6lica mayor a 90 mm Hg (Rosas-Peralta y col., 2016).

La hipertension es mas frecuente conforme avanza la edad, pues con el
envejecimiento hay mayor acumulacién de lipidos en las fibras de elastina de las
arterias, lo cual facilita el depoésito de calcio en ellas. Ademas de aumentar el
grosor de la capa media arterial, hay hiperplasia e hipertrofia de las células
musculares lisas que generan un aumento de la sintesis de colageno y actividad
de elastasas, con la consecuente destruccidn de la elastina, aumentando la rigidez
de las arterias que termina aumentando la presion sistolica y disminuyendo la
presion diastélica (IMSS, 2017).

Hay numerosos factores relacionados con el desarrollo de hipertension
arterial, algunos modificables como la obesidad, dieta, actividad fisica,
comorbilidades y otros no modificables como la edad, el historial familiar y el grupo
poblacional (IMSS, 2017).
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2.9.2. Tratamientos de la hipertension

Para tratar esta condiciéon y mantener la presion arterial media dentro de los
parametros normales, se hace uso de varios grupos de medicamentos, que se
administran dependiendo de la condicién del paciente (Rosas-Peralta y col., 2016;
Melin, 2015).

a) Diuréticos

Son el grupo de medicamentos de primera eleccion para el tratamiento de
la hipertensién arterial sistémica cuyo mecanismo se basa en la disminucion del
volumen sanguineo. Son baratos, seguros y efectivos para prevenir falla cardiaca,
infarto al miocardio y ataque al corazén. Se debe hacer monitoreo de las
concentraciones de electrolitos para evitar su desbalance. Ejemplos de este grupo
son la furosemida, hidroclorotiazida y amilorida (Rosas-Peralta y col., 2016; Melin,
2015)

b) Betabloqueadores

Este grupo de medicamentos es usado para el tratamiento de la
hipertension, mediante la disminuciéon del flujo cardiaco y bloqueando los
receptores . Son la opcion para pacientes con enfermedad cardiaca concomitante
o falla cardiaca. Reducen la presién sanguinea al disminuir el gasto cardiaco.
Pueden disminuir el flujo desde el sistema nervioso central e inhiben la liberacién
de renina desde los rifiones, disminuyendo la formacién de angiotensina Il (AT-2)
y la secrecion de aldosterona. Tiene como efectos adversos hipotension,
bradicardia, fatiga, insomnio, disfuncion sexual, aletargamiento y alteraciones del
metabolismo de lipidos. Algunos medicamentos pertenecientes a este grupo son

el metoprolol y propranolol (Rosas-Peralta y col., 2016; Melin, 2015).

c) Inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina

Los inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina (ECA) son
usados en pacientes con condicidn resistente a farmacos. Los inhibidores de la
ECA reducen la presiéon sanguinea por medio de la reduccion de la resistencia

vascular periférica sin incrementar el gasto cardiaco, la frecuencia cardiaca o la
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contractibilidad mediante el bloqueo de la ECA, que es una enzima que escinde la
angiotensina | en angiotensina ll, la cual es un potente vasoconstrictor. Los efectos
secundarios de inhibidores de la ECA son tos seca, hipercalemia, hipotension y
angioedema. Ejemplos de este grupo de medicamentos son el captopril y el

enalapril (Rosas-Peralta y col., 2016; Melin, 2015).

d) Antagonistas de los receptores de angiotensina |

El efecto farmacolégico de los bloqueadores del receptor de angiotensina 1
(AT1) es similar a la de los inhibidores de la ECA. Esos farmacos disminuyen la
activacion del receptor AT1 por parte de la angiotensina Il. Son usados en
pacientes con enfermedades crénicas concomitantes. Los efectos secundarios
son iguales a los de los inhibidores de la ECA, ademas de que este grupo es
teratogénico. En este grupo de medicamentos esta el losartan y el irbesartan
(Rosas-Peralta y col., 2016; Melin, 2015).

e) Bloqueadores del canal de calcio

Este grupo de medicamentos es usado en pacientes con diabetes o angina.
El calcio juega un papel.importante en la contraccidén muscular y el mantenimiento
del tono muscular, asi que los bloqueadores de canal de calcio impiden el flujo de
calcio al interior de las células musculares mediante su union a los canales de
calcio tipo L, causando la relajacién. Los efectos adversos incluyen mareo,
enrojecimiento, dolor de cabeza, hipotension y edema periférico. Dentro de este
grupo se encuentran el verapamilo, el diltiazem y el nifedipilo (Rosas-Peraltay col.,
2016; Melin, 2015).

f) Alfabloqueadores
Los alfabloqueadores disminuyen la presion arterial periférica, debido a que

relajan el musculo liso venoso y arterial por medio del bloqueo competitivo de los
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receptores adrenérgicos ai. Son usados en pacientes con hipertensiéon arterial
refractaria, no como medicamentos de primera linea. Los efectos secundarios
incluyen la retencion de sal y agua. Este grupo incluye a la prazosina y la

doxazosina (Rosas-Peralta y col., 2016; Melin, 2015).

g) Alfabetabloqueadores

Son medicamentos que causan vasodilatacion periférica, que aprovechan
el bloqueo de los receptores beta en el corazén. Gozan de buena eficacia, pero
son usados solo en ciertos casos como la hipertension gestacional y casos de
emergencia. Este grupo incluye al labetalol y al carvedilol (Rosas-Peralta y col.,
2016; Melin, 2015).

h) Vasodilatadores directos

Son un grupo de medicamentos que relajan directamente al musculo liso
como la hidralazina y el minoxidil. Producen efecto reflejo en el corazén que causa
aumento de contractibilidad cardiaca, frecuencia cardiaca y consumo de oxigeno.
Los efectos secundarios incluyen dolor de cabeza, taquicardia, nauseas,
sudoraciéon y arritmia. Dichos efectos pueden ser bloqueados con el uso de

diuréticos y B-bloqueadores (Rosas-Peralta y col., 2016; Melin, 2015).

i) Inhibidores directos del sistema nervioso

Estos agentes terapéuticos como la clonidina tienen efecto al inhibir los
centros vasomotores simpaticos, disminuyendo el flujo simpatico a la periferia y
con ello la resistencia vascular periférica y la presion sanguinea, pero sus efectos
secundarios y la existencia de farmacos de mejor eficacia limita su uso para casos

muy especificos (Rosas-Peralta y col., 2016; Melin, 2015).
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j) Bloqueadores de renina

Los bloqueadores de la renina inhiben directamente a la renina por lo que
actuan de forma temprana en el sistema renina-angiotensina-aldosterona, de
manera similar a los inhibidores de la ECA o los bloqueadores del receptor AT1.
Su efectividad es similar a estos dos grupos. Los efectos secundarios reportados
son diarrea, tos, angioedema; estan contraindicados en el embarazo. El Unico
medicamento aprobado de este grupo es el aliskiren (Rosas-Peralta y col., 2016;
Melin, 2015).

2.9.3. Situacion de las enfermedades cardiovasculares en México

Con la modificacion de la piramide poblacional en Meéxico, debido al
incremento de poblacion envejecida, la disminucién de la natalidad y las politicas
de salud, se espera que para 2030, uno de cada 6 habitantes sea mayor de 60
afos, multiplicando la prevalencia de enfermedades crénico-degenerativas. Se
estima que para 2050, 20% de la poblacién mundial sera mayor de 80 afios y con
ello ocurrira un incremento lineal de la hipertensién arterial (IMSS, 2017): Esto
representa segun la Organizacion para la Cooperacién y el Desarrollo Econdmico
(OCDE) una futura crisis de salud publica (IMCO, 2018).

En la Encuesta Nacional de Salud realizada en 2016, la prevalencia de la
hipertension arterial en México era de 25.5%, de los cuales 40.0% desconocian
que la padecian-y sélo el 58.7% de estos ultimos mantiene el control sobre esta
condicion (Shamah-Levy y col., 2017). Ademas, en reportes de la OCDE, México
es el segundo pais con mayor gasto de bolsillo en salud, lo que con la presencia
de enfermedades cronico-degenerativas dentro de una familia la puede
condicionar a caer en la pobreza ademas del recorte en el presupuesto para Salud
Pudblica (IMCO, 2018).

En 2015, en México se registraron 655 mil defunciones, con las siguientes
principales causas: a) enfermedades del sistema circulatorio: 25.5%, b)

enfermedades enddcrinas, nutricionales y metabdlicas: 17.5%, y c) tumores
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malignos: 13%. Dentro de estas agrupaciones, hay una diversidad de
enfermedades que, de manera segregada, dan un mayor contexto del cuadro
epidemioldgico por el cual fallece la poblacién. Considerando el desglose, las
primeras causas de muerte son diabetes mellitus (15%), enfermedades
isquémicas del corazén (13.4%), de higado (5.4%), cerebrovasculares (5.2%),
cronicas de las vias respiratorias inferiores (4%), hipertensivas (3.5%) y las
agresiones (3.2%) que en conjunto representan casi la mitad (49.7%) de los
decesos totales (INEGI, 2017).

En mujeres de 30 a 44 ainos, las enfermedades isquémicas del corazon
representan la tercera causa de muerte (5%) y en mujeres de 45 a 59 afios se
empieza a presentar una disfuncion gradual en el sistema corporal que se agudiza
con la edad y las hace llegar a un patron epidemiolégico parecido al de los adultos
mayores. En hombres de 30 a 59 ainos, las enfermedades isquémicas del corazén
constituyen la tercera causa de muerte (12.1%). En la poblacién de 60 afios y mas,
las enfermedades isquémicas son la principal causa de muerte (17.9%) en

hombres, y en las mujeres, la segunda (16.6%) (INEGI, 2017).
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3. JUSTIFICACION

México esta dentro de los paises de mayor diversidad biologica y cuenta
con una amplia cantidad de organismos usados en la medicina tradicional
(Sarukhan y col., 2009), muchos de ellos sin investigacion que compruebe su
efectividad y composicion. Incluso se han adaptado especies no nativas que se
han integrado en la medicina tradicional como es Dracocephalum moldavica L.,
especie vegetal originaria de Asia. Sin embargo, la informacién sobre ella es
limitada y no aparece en la base de datos sobre la medicina tradicional mexicana
de la UNAM (Biblioteca Digital de la Medicina Tradicional Mexicana), mas que
como mencién junto con las plantas a las que se asocia para su uso tradicional
(Agastache spp.), ademas de que no se encuentra documentada su distribucion
en México. Como suele ocurrir, la diferencia en su composicion quimica es
dependiente de las condiciones en las que crece, principalmente la geografia, y
las condiciones climaticas y del suelo asociadas. Dado su uso en la medicina
tradicional como antihipertensivo (Loredo-Medina y col., 2002) y teniendo en
cuenta la preponderancia de las enfermedades cardiovasculares en nuestro pais
(25% de todas las defunciones en 2015) segun las mas recientes estadisticas
publicadas por el INEGI en 2017, aunado al costo econdmico para el paciente y el
estado, asi como la repercusion que tienen sobre el desarrollo del pais y
atendiendo a la recomendacion de la Organizacion Mundial de la Salud, resulta
importante explorar su perfil quimico y su potencial vasorrelajante, con la finalidad
de contribuir a la resolucién de estos problemas, utilizando un recurso disponible

en los mercados populares y accesible para cualquier ciudadano.

4. HIPOTESIS

Los extractos obtenidos con diclorometano y metanol a partir de las partes
aéreas de una muestra comercial representativa de Dracocephalum moldavica

contienen compuestos vasorrelajantes que soportan su uso tradicional.
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5. OBJETIVOS

5.1. General

Determinar el efecto vasorrelajante de los extractos diclorometanico y metandlico
de D. moldavica y caracterizar quimicamente sus principales metabolitos

secundarios con ese efecto.

5.2. Especificos

¢ Obtener extractos diclorometanico y metandlico de las partes aéreas de D.

moldavica.

e Determinar la actividad vasorrelajante de los extractos obtenidos sobre el

tono del musculo liso de la aorta aislada de rata.
¢ Obtener constituyentes purificados a partir del extracto polar.

e Establecer la estructura quimica de los metabolitos aislados mediante
resonancia magnética nuclear en sus modalidades 'H, '3C, DEPT, COSY,
HSQC y HMBC.

e Determinar la actividad vasodilatadora de los compuestos caracterizados y

no evaluados en estudios anteriores.

23



6. METODOLOGIA

6.1. Recoleccidon del material vegetal

Las partes aéreas de Dracocephalum moldavica se obtuvieron del mercado
Sonora ubicado en la Ciudad de México, el 22 de octubre de 2017. La adquisicién'y
la autenticacion del material vegetal fueron realizadas por la Dra. Mahinda Martinez,
investigadora de la Facultad de Ciencias Naturales de la Universidad Autonoma de
Querétaro. Una muestra de referencia (Martinez 9458, voucher QMEX 786) fue

depositada en el herbario “Dr. Jerzy Rzedowski” de dicha Facultad.

6.2. Preparacion de los extractos de Dracocephalum moldavica

Las partes aéreas de D. moldavica (tallos, hojas, flores y corteza) se
sometieron a un proceso de secado en una estufaa 40°C durante 2 dias. El material
vegetal seco (674 g) se molié hasta homogeneidad usando un molino manual. La
muestra se someti® a maceracion para extraer sus compuestos, usando
sucesivamente, y de manera independiente, hexano (3.5 L), diclorometano (1.4 L),
durante 7 dias cada uno, y -metanol (1.75 L) durante 14 dias. Los extractos se
llevaron a sequedad bajo presion reducida, usando un evaporador rotatorio marca

BUCHI, modelo B-480 a una temperatura que no pasara de los 40°C.

6.3. Fraccionamiento preliminar del extracto metandlico de Dracocephalum
moldavica

El extracto metandlico se sometié a un fraccionamiento previo a la realizacion
de la cromatografia en columna abierta para eliminar las clorofilas y los taninos,
mediante procesos de extraccion liquido-liquido. Esta operacion se llevo a cabo

para facilitar la purificacidon de compuestos (Sarker y Nahar, 2012).

Primero, se hizo extraccién liquido-liquido del extracto metandlico disuelto en

MeOH, utilizando éter de petrdleo para eliminar de la muestra las clorofilas, grasas
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y ceras. La muestra se llevo a sequedad usando un evaporador rotatorio como se

describid en el parrafo anterior (Sarker y Nahar, 2012).

Para la eliminacion de los taninos, la muestra se disolvi6 en AcOEt y se
extrajo con una solucion acuosa de cloruro de sodio al 1% en agua (m/V). La porcién
soluble en AcOEt se llevé a sequedad usando un evaporador rotatorio (Sarker y
Nahar, 2012).

6.4. Fraccionamiento por cromatografia en columna abierta del extracto metandlico
libre de grasas y taninos

La cromatografia se desarrolldé en una columna de vidrio de 5 cm de diametro
y 60 cm de altura, la cual se empacé de forma manual con 375 g de gel de silice
(Fluka, tamafio de particula: 63-200 um, adquirido de Sigma-Aldrich) suspendida en
DCM, utilizando la técnica de empaque humedo. En la columna, se cargaron 5.4158
g del extracto metandlico libre de clorofilas y taninos (EMLGT) previamente

adsorbidos en la fase estacionaria (Sarker y Nahar, 2012).

Los analisis mediante cromatografia en capa fina (CCF) a nivel analitico se
llevaron a cabo sobre cromatofolios (TLC Silica Gel 60 F2s4, 20 x 20 cm, 200 ym
adquiridos de Sigma-Aldrich). Se hicieron escalamiento a nivel preparativo en
cromatoplacas (Uniplate Silica Gel GF, 20 x 20 cm, 500 um, adquiridas de Analtech)
para la purificacion de los constituyentes individuales. Los perfiles cromatograficos
en ambos niveles se visualizaron usando una lampara UV con gabinete modelo
UVGL-25, a longitudes de onda de 254 nm y 365 nm. Ademas, se utilizdé un
revelador de sulfato de cerio amoniacal (1V) seguido de calentamiento a 80 °C (Rico-
Chavez, 2016; Hernandez-Pérez. 2014) en el caso de las CCF.

6.5. Preparacion del agente revelador sulfato cérico amoniacal
A 300 g de hielo, se adicionaron lentamente y con agitacion, 12 g de sulfato

cérico amoniacal (IV) [(NH4)sCe(SOa)4] (Sigma-Aldrich) y 22.5 mL de acido sulfarico
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concentrado, hasta que se formara una solucibn homogénea, la cual se usoé

directamente para revelar las placas (Rico-Chavez, 2016).

6.6. Identificacion de los compuestos aislados

Para la determinacién de la estructura de los compuestos aislados, se utilizé
Resonancia Magnética Nuclear (NMR) en sus diferentes modalidades: 'H, 'H-'H
COSY (COrrelated SpectroscopY), '3C, HSQC (Heteronuclear Single Quantum
Coherence), HMBC (Heteronuclear Multiple Bound Coherence) y DEPT
(Distortionless Enhancement by Polaritzion Transfer). Los espectros se registraron
en un espectrometro Bruker Avance IlIl HD de 500 MHz, ubicado en la Universidad

de Guanajuato, utilizando tetrametilsilicio (TMS) como estandar interno.

6.7. Ensayos farmacologicos
Se utilizaron ratas Wistar macho de 250 a 300 g de peso, las cuales fueron

adquiridas del Bioterio del Instituto de Neurobiologia de la UNAM, campus Juriquilla.

Se sacrificaron por decapitacion, siguiendo la NOM-062-Z00-1999 apartado
9.5.3.3. Enseguida, se removio la aorta, la cual se limpié y se colocd en solucién
fisioloégica de Krebs-Heinseleit [pH 7.4; NaCl 126.8 mM, KCI 5.9 mM, CaCl22.5mM,
MgSOas 1.2mM, NaHCO3 30 mM, NaH2PO4 1.2mM, D-glucosa 5 mM (J. T. Baker)].

Se removié el tejido adiposo y conectivo y se cortd en anillos de 4-5 mm.

Los anillos se colocaron en camaras de incubacién con solucién de Krebs-
Heinseleit a 37°C y burbujeo constante de una mezcla de 95% Oz y 5% CO2. Se
estabilizaron a una tension de 1.5 g, sensibilizando con KCI (100 mM). Recuperada
la tension basal, los anillos se contrajeron con fenilefrina (1 uM). Para comprobar la
viabilidad del tejido y como control positivo, se us6 acetilcolina a diferentes

concentraciones. Los cambios de la tensién isométrica fueron registrados por medio
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de transductores de fuerza Grass modelo FT03 acoplado a un poligrafo Grass de 6

canales Modelo 7-8P (Hernandez-Pérez, 2014).

Para aplicar los extractos en la aorta aislada de rata, primero éstos se
disolvieron en DMSO y luego se diluyeron en agua destilada. La concentracion final
de DMSO por cadmara fue menor a 0.02% V/V. Las concentraciones finales de los
extractos fueron 3.16 x 103, 0.01, 3.16 x 10, 0.1, 0.316, 1, 3.16, 10, 31.6, 100,
316.2 y 1000 pyg/mL (Hernandez-Pérez, 2014).

6.7.1. Analisis estadistico en los ensayos farmacologicos
El EMLGT se evalu6 por duplicado y el diclorometanico por triplicado. Se
determind su promedio y desviacién estandar y se construyeron las curvas de

concentracion-respuesta (CCR).

Los resultados se sometieron a un analisis de varianza (ANOVA), seguido de
prueba de Tukey para evaluar la diferencia significativa entre las medias con la
ayuda del programa PRISMA 5.0 (GraphPad Software, San Diego, CA, USA)
(Hernandez-Pérez, 2014).
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7.- RESULTADOS Y DISCUSION

7.1. Rendimientos de los extractos obtenidos

Se obtuvieron 3.7464 g de extracto diclorometanico y 21.3325 g de extracto
metanolico a partir de 374 g de material vegetal. Después de quitar las clorofilas,

grasas Y los taninos del extracto metandlico, se obtuvieron 5.4158 g de EMLGT.

7.2.- Fraccionamiento y purificacion

Después del procesamiento del EMLGT de D. moldavica mediante la
cromatografia en columna abierta (CC), se obtuvieron 140 fracciones que fueron
concentradas y agrupadas en 7 fracciones (DMF-1-Y a DMF-7-Y) de acuerdo a la
similitud de sus perfiles en CCF. Todas las CCF analiticas fueron visualizadas con
lampara UV-visible y luego reveladas con sulfato cérico amoniacal. Los sistemas de
elucion empleados y los rendimientos obtenidos en esta CC se indican en el Cuadro
5.

Para el andlisis de las fracciones obtenidas, se us6 CCF, la cual permitié en
algunos casos encontrar sistemas de fase movil para la obtencion de compuestos

puros, utilizando la CCF preparativa.

7.3. DMF-2-Y

7.3.1. Procesamiento de DMF-2-Y
El analisis unidimensional de DMF-2-Y mediante CCF mostré una sola

mancha (Figura 3), sugiriendo pureza.

28



Cuadro 5. Fracciones obtenidas de la CC del EMLGT.

Fracciones | Sistemas de | Fracciones | Peso | Clave asignada
recolectadas elucioén reunidas (mg)
1-22 DCM:AcOEt 1-17 8.6 DMF-1-Y
(100:0)
23-34 DCM:AcOEt 18-25 40.3 | DMF-2-Y
(95:5)
35-41 DCM:AcOEt 26-38 261.3 | a) DMF-3-Y (soluble en
(90:10) DCM)
b) DMF-4-Y (insoluble
en DCM)
42-58 DCM:AcOEt 39-79 335.9 | a) DMF-5-Y (soluble en
(80:20) AcOEt)
b) DMF-6-Y (insoluble
en AcOEt)
59-68 DCM:AcOEt 80-106 835.6 | a) DMF-7-Y (soluble en
(70:30) MeOH)
b) DMF-7-Y(S)
2(insoluble en MeOH)
69-79 DCM:AcOEt 107-122 | 2,359.1 | a) DMF-8-Y (soluble en
(50:50) MeOH)
b) DMF-9-Y (insoluble
en MeOH)
80-102 AcOEt:MeOH 131-140 136.7 | DMF-10-Y
(100:0)
103-111 AcOEt:MeOH - - —
(70:30)
112-123 AcOEt:MeOH: — — —
(50:50)
124-130 AcOEt:MeOH - — -
(30:70)
131-140 MeOH:AcOEt - - -
(100:0)
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Mediante el uso de CCF bidimensional (CCF-2D) (Figura 4), se comprob6

que la pureza de DMF-2-Y era suficiente para registrar sus espectros de RMN.

—~+—Rr 0.89

Figura 3. Cromatograma en capa fina de la fraccion DMF-2-Y. Sistema de elucion:
DCM-AcOEt (9:1). R« 0.89.

| < L

@ﬁ

Figura 4. Cromatograma bidimensional de la fraccion DMF-2-Y. Sistema de
eluciéon: DCM-AcOEt (1:0).

s

7

El anadlisis de los espectros de DMF-2-Y (ver punto 11 ANEXO, Figuras
A1-A5) permitié identificarlo como el ftalato de bis(2-etilhexilo), debido a la
presencia de algunas sefiales caracteristicas, entre las cuales destacan las del

carbonilo en 167.8, asi como tres sefales de carbonos aromaticos en 132.4, 130.9
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y 128.8, cuyas intensidades relativas fueron respectivamente en 1:2:2, ademas de
una sefal de intensidad doble para un metileno oxigenado en &c = 68.1, cuyo 6+ se
situ6 en 4.22. También se identificaron 7 sefiales adicionales para carbonos
alifaticos en campo alto. Se establecié la ramificacion por el grupo etilo-en la
posicidon 2 del hexilo a través de la interaccion del metileno en 81 = 4.22 con el unico
metino alifatico en dc = 38.7 en su espectro HMBC. Sin embargo, debido a que los
ftalatos suelen contaminar muestras, no se podria asegurar que este ftalato sea un

constituyente genuino de D. moldavica.

7.4. DMF-4-Y

7.4.1. Procesamiento de DMF-4-Y

En la fraccion DMF-3-Y precipitd un solido de color blanco, que se denomino
como DMF-4-Y, el cual se separd6 mediante lavados sucesivos usando DCM,
quedando al final 15 mg. El analisis del polvo mediante CCF (exhibié una sola

mancha, sugiriendo pureza Figura 5A).

Para tener un mejor panorama de la homogeneidad de la muestra DMF-4-Y,
se realiz6 una CCF-2D, en la que se observé pureza suficiente (Figura 5B) para el

registro de sus espectros de RMN.
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(A) (B)

Figura 5. Cromatogramas en capa fina analitica de la fraccion DMF-4-Y [(A):

unidimensional, (B): bidimensional]. Sistema de elucion: MeOH-AcOEt (1:1).
7.4.2. Elucidacion estructural del compuesto DMF-4-Y

El compuesto denominado DMF-4-Y presentd mas de 30 sefales en su
espectro de RMN de '3C, indicando la presencia de impurezas. Sin embargo, en el
espectro se distinguen 2 sefales intensas de carbonos vinilicos (6 = 124.80 y
138.41), 1 de carbono oxigenado (6 = 77.06) y un carbonilo en 6 = 178.52
caracteristico de un acido carboxilico (Figura 6). También se contabilizaron 7 metilos
y 9 metilenos (Figura 7). Esos datos experimentales (Cuadro 6) coinciden con los
descritos para el acido ursélico (Figura 16) Espectros completos anexo A13 a A20
(Gorettiycol., 2008; Yang y col., 2014b).
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Figura 6. Espectro de RMN de '3C del compuesto DMF-4-Y identificado como
acido ursélico (DMSO-d).
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Figura 7. Espectro de RMN de *C modalidad DEPT del compuesto DMF-4-Y, el

cual fue identificado como acido ursélico (DMSO-d).
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Cuadro 6. Constantes espectroscopicas de DMF-4-Y (500 MHz, en DMSO-dp).
Posicion | 8 13C (ppm) |3 'H (ppm) | Multiplicidad J (Hz)
1 38.45 1.50 m
2 27.19 1.44 m
3 77.06 2.98 m
4 38.60 -

5 55.00 0.65 S

6 18.21 1.27,1.47 m, m
7 30.62 1.27 m

8 38.98 - -

9 47.23 1.44 m
10 36.74 - -

11 23.49 1.83 m

12 124.80 5.11 S

13 138.41 - -

14 41.82 - -

15 32.92 1.26, 1.43 m, m
16 23.07 1.83, 1.46 m, m
17 47.05 - -

18 52.59 2.09 d 11.3
19 38.66 1.30 m
20 38.72 1.50, 0.90 m, s
21 27.75 1.78, 0.99 m,m
22 36.54 1.53 m
23 28.48 0.88 S

24 17.14 0.73 s

25 16.30 0.66 S
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Cuadro 6. Constantes espectroscopicas de DMF-4-Y (500 MHz, en DMSO-dbs)

(continuacién).

26 15.18 0.85 S

27 23.49 1.02 s

28 178.52 - -

29 17.24 0.80 S

30 21.30 0.90 S
7.5. DMF-3-Y-4

7.5.1. Estudio quimico de la muestra DMF-3-Y

En la CCF (Figura 8) de la parte soluble en CH2Cl2 de DMF-3-Y, se observo

una mezcla de mayor complejidad, cuyos componentes individuales podian

facilmente separarse, haciendo un escalamiento a nivel preparativo.

Figura 8. Cromatograma en capa fina analitica de la fraccion DMF-3-Y. Sistema de
elucién: DCM-AcOEt (85:15), Rs: 0.22, Re: 0.50, Rss: 0.66, R 0.81.
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Usando las condiciones o6ptimas encontradas en la CCF analitica de la
muestra DMF-3-Y, se procedio a la separacion de sus componentes por medio de

CCF preparativa (Figura 9).

DMF-3-Y-6

DMF-3-Y-4 —— gmgig

DMF-3-Y-7 —» \V
DMF-3-Y-2
DMF-3-Y-1

Figura 9. Cromatograma en capa fina preparativa de la fraccion DMF-3-Y.
Revelador: Luz UV. Longitud de onda: 254 nm. Sistema de elucion: DCM-AcOEt
(85:15).

De esta placa, se rasparon 7 bandas, cuyos rendimientos se indican en el Cuadro
7.

Cuadro 7. Rendimiento de las fracciones obtenidas por CCF preparativa de la
fraccion DMF-3-Y.

Clave de fraccion Rendimiento
DMF-3-Y-1 9.3 mg
DMF-3-Y-2 4.4 mg
DMF-3-Y-3 6.6 mg
DMF-3-Y-4 4.5 mg
DMF-3-Y-5 8.7 mg
DMF-3-Y-6 9.3 mg
DMF-3-Y-7 6.7 mg
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Las CCF analiticas de las fracciones recuperadas no mostraron una pureza

suficiente para el registro de los espectros de RMN, excepto para DMF-3-Y-4.

7.5.2. Elucidacion estructural del compuesto DMF-3-Y-4

El compuesto denominado DMF-3-Y-4 present6 29 sefiales en su espectro
de RMN de "3C (Figura 10). A pesar de presentar algunas impurezas, en el espectro
se distinguen 2 sefales de carbonos vinilicos (6 = 122.67 y 143.56) para el
mayoritario y 1 de carbono oxigenado (6 = 79.05). Ademas, se contabilizaron 7
metilos en § entre 0.76 y 1.13, todos como singuletes en el espectro de RMN de 'H
(Figura 11) y 10 metilenos en el espectro DEPT 135° (Figura 12), evidencias que
sugieren un esqueleto de oleanano. Finalmente, se establecié la presencia de un
carbonilo de manera indirecta a través de la sefal caracteristica de C-17 que suele
aparecer alrededor de 47 ppm, en este caso en & = 46.51 (Figura 10). Aunque no
se observd un carbonilo ni a través del HMBC, esas evidencias espectrales son
suficientes para admitir que dicho compuesto es el acido oleandlico. Los
desplazamientos quimicos de "*C e 'H, las multiplicidades y las constantes de
acoplamientos determinadas se indican en el Cuadro 8. Los espectros completos

se pueden observar en el anexo A7 a A12.
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Figura 10. Espectro de RMN de '3C del compuesto DMF-3-Y-4 identificado como

acido oleandlico (CDClIs).
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Figura 11. Region de campo alto (metilos singuletes) del espectro de RMN de 'H
del compuesto DMF-3-Y-4, identificado como acido oleandlico (CDCl3).
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Figura 12. Regién de campo alto (metilos singuletes) del espectro DEPT 135° del

compuesto DMF-3-Y-4 identificado como acido oleandlico (CDCls).

Cuadro 8. Constantes espectroscopicas de DMF-3-Y-4 (500 MHz, en CDCls).

Posicion | 8 '3C (ppm) | & 'H (ppm) | Multiplicidad J (Hz)

1 38.40 0.96, 1.60 m,m

2 2717 1.60 m

3 79.05 3.22 dd 11.2,4.3
4 39.27 - -

5 55.21 0.72 da 11.8

6 18.30 1.38, 1.54 m, m

7 32.63 1.43,1.30 m, m
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Cuadro 8. Constantes espectroscédpicas de DMF-3-Y-4 (500 MHz, en CDCl3)

(continuacién).

8 37.70 - -

9 47.62 1.53 m

10 38.75 - -

11 22.95 1.99, 1.60 m, d 4.0
12 122.67 5.28 t 3.5
13 143.56 - -

14 41.62 - -

15 27.67 1.07,1.71 s, d 4.5
16 23.56 1.88 d 3.2
17 46.51 - -

18 41.03 2.82 dd 13.9,4.3
19 45.87 1.16, 1.62 m, m

20 30.67 - -

21 33.79 1.35, 1.21 m,m

22 32.42 1.77,1.57 m, m

23 28.09 0.99 S

24 15.54 0.78 S

25 15.31 0.91 S

26 17.05 0.76 S

27 25.91 1.13 S

28 - - -

29 32.63 0.90 s

30 23.39 0.93 S
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Esos datos espectroscopicos coinciden con los reportados en la literatura

para el acido oleandlico (Figura 16) (Martins y col., 2013; Ayatollahi y col., 2010).

7.6. DMF-6-Y

7.6.1. Tratamiento de la fraccién agrupada DMF-6-Y

De esta fraccion, precipitd un sélido de color blanco, al que se asigno la clave
DMF-6-Y. Para la purificacion de este sélido se hicieron lavados sucesivos con
AcOEt, obteniendo al final 20 mg. Su CCF unidimensional revel6 una sola mancha
(Figura 13), indicando pureza. Para comprobarlo, se recurrié a la CCF-2D (Figura
14), observandose suficiente homogeneidad para el registro de sus espectros de
RMN.

Figura 13. Cromatograma en capa fina analitica de la fraccion DMF-6-Y. Sistema
de elucion: AcOEt-MeOH (7:3). R 0.61.
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Figura 14. Cromatograma en capa fina analitica bidimensional de la fraccion DMF-
6-Y. Sistema de elucion: AcOEt-MeOH (7:3).

7.6.2. Analisis preliminar de los espectros de RMN de DMF-6-Y

En el espectro de RMN '3C de esta muestra, se observan en total unas 12
sefales, entre ellas un carbonilo- en 168.01 ppm, dos carbonos vinilicos
monohidrogenados en 129.28 y 131.49 ppm, un hidroximetileno en 68.17 ppm, otros
4 metilenos, un metino en 39.05 ppm y 3 metilos en 17.49, 14.18 y 11.10 ppm (ver
ANEXO, figuras A22-A26). Sin embargo, con esos datos, todavia no se dispone de

una propuesta concreta de estructura.

7.7. DMF-7-Y(S)

7.7.1. Procesamiento de la fraccion DMF-7-Y

La fraccidn DMF-7-Y proveniente de la CC del EMLGT (ver Cuadro 5) tuvo
un precipitado blanco, que se nombré DMF-7-Y(S), el cual proporciond un
rendimiento total de 85.5 mg después de varios lavados con MeOH. De este polvo
blanco, se pesaron 23 mg para el registro de los espectros de RMN.
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7.7.2 Elucidacion estructural del compuesto DMF-7-Y(S)

A diferencia de los dos compuestos anteriores, el espectro de RMN '3C de
éste presento un total de 19 senales (Figura 15), 10 de las cuales se encuentran en
la regidon caracteristica de aromaticos. También se aprecia la presencia de una
hexosa a través de las sefales de los metinos de dicha unidad entre 5 70 entre 80,
su carbono anomérico (Glu-1) en 6 = 101.71 y su hidroximetileno en & = 62.29.
También se detectdé un singulete en & = 3.72 en el espectro de RMN de 'H (ver
ANEXO A27), cuyo carbono se situd en 55.48, lo cual corresponde a un metoxilo.
La hexosa se identifico como glucosa. Sin embargo, a través del espectro HMBC,
se detect6 una sefal oculta por debajo de la de la piridina en 6 = 123.63 (ver ANEXO
A32), la cual resultd ser un carbono cuaternario, que fue asignado al C-1" de una
flavanona, la cual fue identificada como. la tilianina (7-O-B-D-glucopiranosil

acacetina). Los espectros completos se pueden observar en el anexo A27 a A32.
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Figura 15. Espectro de RMN de '3C del compuesto DMF-7-Y(S) identificado como
tilianina (CsDsN).
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La estructura establecida en base a esas evidencias (Cuadro 9) coincidié con

la de la tilianina (7-O-B-D-glucopiranosil acacetina) (Figura 16), cuyos datos de RMN

ya estan reportados en la literatura (Cao y col., 2017). Vale mencionar que este

compuesto forma parte de los mayoritarios presentes en el EMLGT.

Cuadro 9. Constantes espectroscopicas de DMF-7-Y(S) (500 MHz, en CsDsN).

Posicion | 8 13C (ppm) |8 'H (ppm) | Multiplicidad J (Hz)
1 - - -

2 164.34 - -

3 104.63 6.93 S

4 182.79 - -

5 162.5 - -

6 100.68 6.86 s

7 164.08 - -

8 95.32 7.10 S

9 157.83 - -

10 106.52 - -

1 123.63 - -

2,06 114.85 7.05 d 8.2
3,5 128.57 7.89 d 8.0
4’ 163 - -

Glu-1 101.71 5.85 d 7.4
Glu-2 74.75 4.37 m*

Glu-3 79.22 4.22 m*

Glu-4 71.06 4.36 m*

Glu-5 78.42 4.40 m*

Glu-6 62.29 4.57,4.42 d, m* 12.0
O-CHs 55.48 3.72 S

*Sefiales sobrepuestas
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La Figura 16 recoge las estructuras de los 3 compuestos caracterizados en el

EMLGT.
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Figura 16. Estructuras de los 3 compuestos identificados en el EMLGT.

45



7.8. Evaluacioén de la actividad vasorrelajante de los extractos

Los experimentos realizados con el ensayo de aorta aislada de rata indicaron
que los extractos de diclorometanico (CEso = 68.43 + 1.2 ug/mL) y EMLGT (CEso =
56.16 £ 1.1 yg/mL) relajan los anillos de aorta precontraida con fenilefrina de una
manera dependiente de la concentracion (Figura 17). Ambos extractos presentaron
una potencia similar a la de la acetilcolina (CEso = 46.37 + 1.1 ug/mL), la cual se
utilizé como control positivo. En la presente investigacion, se abordé primero el
extracto metandlico para estudios quimicos, debido a que, de manera tradicional,
se usan extractos polares (acuosos o hidroalcohdlicos) con la finalidad de
comprobar el afecto que se les atribuye a esas preparaciones tradicionales (Lépez-

Rubalcava y Estrada-Camarena, 2016; Martinez-Vazquez y col., 2012).

100+
- EMLGT
804
°\°. -o- Extracto
% 60 diclorometanico
8 - ACh
& 40+
Q
(1'4
20+
0-

-2 0 2
Log concentracion pg/mL

Figura 17. Curvas concentracidén-respuesta de los extractos y de la acetilcolina,

utilizada como control positivo.
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Sin embargo, hasta la fecha, sélo se han identificado plenamente 3 de los
constituyentes del EMLGT (Extracto Metandlico Libre de Taninos y Clorofilas).
Puede afirmarse que los compuestos caracterizados, cuyas actividades
vasodilatadoras y mecanismos de accion han sido ampliamente estudiados con
anterioridad (Rodriguez-Rodriguez y col., 2004 y 2008; Hernandez-Abreau y col.,
2009; Aguirre-Crespo y col., 2005 y 2006; Madlala y col., 2016; Wozniak, y col.,
2015; Rios y col., 2012), contribuyen a la actividad vasodilatadora de las partes

aéreas de Dracocephalum moldavica.
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8. CONCLUSIONES

Los dos extractos, el metandlico libre de grasas y taninos y el diclorometanico
preparados a partir de esta muestra comercial de D. moldavica ejercen efecto

vasodilatador sobre los anillos de aorta de rata.

Los compuestos identificados en el presente trabajo presentan efecto

vasodilatador ya descrito con anterioridad.

Los avances obtenidos aportan datos que pueden contribuir a justificar, al
menos en parte, el uso tradicional de esta especie vegetal para tratar la hipertension

arterial.

9. PERSPECTIVAS

Elucidar las estructuras de los demas compuestos mayoritarios purificados

una vez completados los registros de sus espectros de RMN.

Determinar la actividad vasorrelajante de los metabolitos identificados y que

resulten sin antecedentes de evaluacion farmacoldgica en este modelo biolégico.
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11. ANEXO
Espectros de resonancia magnética nuclear selectos de los compuestos DMF-2-Y
(CDCl3), DMF-3-Y-4 (CDCIs), DMF-4-Y (DMSO-ds) y DMF-7-Y(S) (CsDsN) (500
MHz, TMS).
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A5. Ampliacion del espectro HSQC del compuesto DMF-2-Y.
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A7. Espectro de "H completo de DMF-3-Y-4.
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A9. Espectro de '3C completo de DMF-3Y-4.
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A11. HSQC del compuesto DMF-3-Y-4.
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A20. HMBC del compuesto DMF-4-Y.
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A23. Espectro de 3C completo de DMF-6-Y.

DMF-6-Y

—131.18
— 129.00

67.87

38.76
—30.37
—~28.85
2375
™~22.90

L

4 4

1717

140

—13.89
1081

130

r120

r11o

r 100

r90

r80

r70

60

F-40

r-50

r-60

r-70

120 110 100 90

160 150 140 130 80
f1 (ppm)

A24. DEPT del compuesto DMF-6-Y.
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A27. Espectro de 'H completo de DMF-7-Y(S).
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A29. Espectro de '3C completo de DMF-7-Y(S).
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A30. DEPT del compuesto DMF-7-Y(S).
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A31. HSQC del compuesto DMF-7-Y(S).
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A32. HMBC del compuesto DMF-7-Y(S).
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