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“EXTRACCION Y CARACTERIZACION DE METABOLITOS SECUNDARIOS
CONLACTIVIDAD ANSIOLITICA PRESENTES EN Haematoxylum campechianum

(Fabaceae)"

Armando Escobar Rames.
Universidad Juarez Auténoma de Tabasco, Carretera Cunduacan-Jalpa Km. 0.5, Cunduacan Tabasco, 86690, México.

Centro de Investigacion Biomédica del sur, IMSS de Xochitepec, Morelos, 62790, México.

Resumen

Se describe el aislamiento e identificacién.de seis compuestos bioactivos contenidos en las fracciones metandlica y acuosa
de Haematoxylum campechianum, dos “chalconas conocidas: sappanchalcona 1, 3-desoxisappanchalcona 2; tres
homoisoflavonoides conocidos: hematoxilol ‘3,24-O-metilhnematoxilol 4 y hematoxina 5 y un compuesto nuevo, el 4-
hidroxihematoxil 6. Se reportan los datos de RMN, en-una y dos dimensiones para los seis compuestos aislados. El extracto
metandlico y acuoso, las fracciones y compuestos aislados se sometieron a pruebas biologicas in vitro, en ileon aislado de
cobayo, estimulado por accién eléctrica; asi como a pruebas in vivo de ansiedad en laberinto elevado (LEC) y campo abierto
(CA).

En la prueba de actividad espasmolitica se determind que tantosel,extracto metandlico como el acuoso tienen actividad
relajante del masculo liso, y para una concentracion de400 ug/mlsalcanzaron porcentajes de relajacion de 85.04+2.4 y
78.34+0.5, respectivamente. En el caso de las fracciones obtenidas a partir:del extracto acuoso se observd que, tienen mayor
potencia relajante (entre el 70 y 90%) que las fracciones obtenidas del extracto metandlico (entre 24 y 60%), y resultan ser
similares al porcentaje de relajacion maximo de la papaverina que se us6 comae centrol positivo 76.63+5.14. Se encontrd que

el compuesto 1, tiene el porcentaje de actividad espasmolitica mas bajo de 47.76%9.8, a una concentracién de 100 pg/ml.

En las pruebas de ansiedad en LEC se observé que los extractos metandlico y acuoso, incrementaron el tiempo que los sujetos
de prueba pasaron en los brazos abiertos. A una dosis de 200 mg/Kg se obtuvo un porgentaje de tiempo maximo en brazos
abiertos de 76.32+6.35 y 66.68+20.64 segundos, para el extracto metandlico y acuoso respectivamente, mientras que para la
sappanchalcona 1 el porcentaje de tiempo fue de 60.07+14.28 segundos, a una dosis de 10 mg/Kg, similares al porcentaje de
tiempo en brazos abiertos cuando se aplicé una dosis de 1 mg/mL de diazepam que se us6 como coentrol’positivo (74.06+23.42

segundos).

En campo abierto se observo que los extractos metandlico y acuoso, asi como la sappanchalcona 1, ejercen-efecto sedante al

disminuir la actividad motora espontanea de los animales.

Estos datos indican que Haematoxylum campechianum tiene una composicion quimica con efecto ansiolitico y'sedante y que

la sappanchalcona 1 es la responsable de dicha actividad.



EXTRACTION AND CHARACTERIZATION OF SECONDARY METABOLITES WITH
ANSIOLYTIC ACTIVITY PRESENT IN Haematoxylum campechianum (Fabaceae)"

Armando Escobar Ramos.
Universidad Juarez Autonoma de Tabasco, highway Cunduacén-Jalpa Km. 0.5, Cunduacén Tabasco, 86690, Mexico.
Center for Biomedical Research of the South, IMSS, Xochitepec, Morelos, 62790, Mexico.

Abstract

This thesis describes the isolation and identification of six bioactive compounds contained in the methanolic and aqueous
fractions of Haematoxylum campechianum, two known chalcones: sappanchalcone 1, 3-deoxysappanchalcone 2; three
known homoisoflavonoids: hematoxylol 3, #-0O-methylhematoxylol 4 and hematoxyn 5 and a new compound 4-
hydroxyhematoxyl 6. The NMR data are reported.inone and two dimensions for the six isolated compounds. The methanolic
and aqueous extracts, the chromatographic fractions and isolated compounds were subjected to biological tests in vitro, in
isolated ileum of guinea pig stimulated by electrical action; as well as in vivo anxiety tests in rats employing both the elevated
plus-maze (EPM) and the open field (OF).

In the case of the spasmolytic activity, it was determined that both the methanolic and aqueous extracts have smooth muscle
relaxant activity, at a concentration of 400 ng / ml*they-achievedstelaxation percentages of 85.04 + 2.4 and 78.34 + 0.5,
respectively. For the fractions obtained from the aqueous extract, it was/observed a greater relaxing power (between 70 and
90%) when compared with the fractions obtained from the-methanolic extract (between 24 and 60%), and they were similar
to the percentage of maximum relaxation of papaverine that Was used as a(positive control (76.63 + 5.14). It was found that

compound 1 has the lowest percentage of spasmolytic activity of 47.76 + 9.8¢at alconcentration of 100 pg / ml.

For the anxiety tests in EPM, it was observed that both the methanolic and aqueous-extracts, increased the time that the test
subjects spent in the open arms. At a dose of 200 mg / kg, a maximum time percentage in open arms of 76.32 + 6.35 and
66.68 + 20.64 seconds, were obtained for methanolic and aqueous extract respectivelywhile for sappanchalcone 1 the
percentage of time was 60.07 + 14.28 seconds, at a dose of 10 mg / kg, this result was similar to the percentage of time in

open arms (74.06 + 23.42 seconds) when a dose of 1 mg / mL of diazepam (positive control) was applied.

In the open field experiments, it was observed that both the methanolic and aqueous extracts, as well<as.sappanchalcone 1,

exert a sedative effect by decreasing the spontaneous motor activity of the animals.

These data indicate that Haematoxylum campechianum has a chemical composition with anxiolytic and sedative effect and

that sappanchalcone 1 is responsible for this activity.
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Fig.1 Estructura molecular de los compuestos aislados de Haematoxilum campechianum.






l. ANTECEDENTES

1.1 Uso dedas)plantas medicinales.

El estudio moderno.de las plantas medicinales se ha diversificado de manera abrumadora en los ultimos
20 afios. Estudios‘meleculares, identificacion quimica de principios activos y desarrollo biotecnoldgico
de fitofarmacos son sdlo algunos de los campos actuales del conocimiento cientifico sobre plantas
medicinales. A nivel mundial, es hasta la década de los 70’s del siglo pasado en donde se retoma y se
da relevancia al uso de plantassmedicinales como una alternativa para el tratamiento de enfermedades,
esta manera de utilizar las plantas se-«conoce como “medicina tradicional” (Parra, H., et al., 2015). Existe
en la literatura un numero considerable de reportes acerca de extractos o de compuestos aislados de
especies vegetales en todo el munde, acerca de su efectividad antiinflamatoria y ansiolitica;
convirtiéndose en un excelente recurso-per explorar experimentalmente en la basqueda de moléculas o

sustancias efectivas para combatir estos padecimientos (Zhang, Z., 2004).

En Mexico, el uso de las plantas medicinales data de épocas ancestrales, es un pais muy basto en
biodiversidad y geograficamente privilegiado por lawariedad de climas y diversidad de composicion de
los suelos. La flora es de las més ricas del.planeta, a.tal’grado que podria ser una fuente de riqueza de
nuevas sustancias bioactivas. Se tienen catalagadas aproximadamente 3,000 especies medicinales, pero

en uso comun solamente hay 300 (Mata, R., et al.,”1999, Parray H., et al., 2015).

Por su ubicacion geografica, el estado de Tabasco.ostenta una-flora muy variada, predominando las
plantas para uso medicinal, las cuales se conocen desde épocas prehispanicas por diferentes culturas
indigenas que a través de la observacion y la perseverancia que se fMantuvo por varias generaciones,
adquirié el conocimiento necesario para determinar la capacidad curativa de estas plantas. Esta
experiencia se acrecento por la interaccion con la cultura europea durante €l\proceso de colonizacion;
conformandose lo que actualmente se conoce como medicina tradicional, la cual®ha perdurado en el
tiempo y ha jugado una labor importante como una alternativa viable social y econdmica para tratar de
resolver los problemas de salud més habituales que se presentan en los tropicos del mtndo (Maldonado,
F., 2005).

1.2 Problemas de salud mental por depresion y ansiedad en el mundo.

Los trastornos por depresion y por ansiedad son problemas usuales de salud mental que perjudican la

capacidad de trabajo y la productividad. Méas de 300 millones (4.4%) de personas en el mundo sufren



depresidnyun trastorno que es la principal causa de discapacidad, y mas de 260 millones (3.8%) tienen

trastornos-de.ansiedad. De hecho, muchas personas padecen ambas afecciones (OMS, 2017).

Las enfermedades psiquiatricas comdnmente se asocian con el suicidio. En el mundo se reportan entre
10 y 20 millones de“intentos de suicidio cada afo, de los cuales, un millon termina en el fallecimiento
de la persona. La depresion es el trastorno mental mas recurrente. Se caracteriza por apatia, pérdida de
energia, insomnio, retraso.del pensamiento y de las actividades fisicas, asi como sentimientos de tristeza
profunda, desesperanza y‘pensamiento suicida. La funcion de la ansiedad en la conducta suicida no ha
sido explicado completamentey’los estudios de seguimiento en poblaciones clinicas sostiene que del 15
al 20% de los decesos de los pageientes con ansiedad se deben a suicido (Baca, E., Aroca F., 2014). El
trastorno de ansiedad generalizada,.se caracteriza por la presencia de una preocupacion excesiva,
permanente e incontrolable (sin que exista una amenaza real), que se vincula con diversos aspectos de
la vida como tension muscular, hiperactividad autonémica, agotamiento, dificultad para concentrarse,
dolor de cabeza, molestias gastrointestinales,mareos y temblores. Las alteraciones cognitivas primarias,
asociadas a manifestaciones somaticasssecundarias de la ansiedad, alteran la capacidad de trabajo, las
relaciones interpersonales y las actividades placenteras (Marian, L. P., et al., 2014; Lopez de la Parra,
M., et al., 2014).

1.3 Depresién y ansiedad en México.

En México este problema de salud contempla aproximadamente ™25 millones de victimas, representando
el 14.5% de la poblacion total del pais; frecuentemente este trasterno esta asociado con depresion y con
trastornos neuréticos (INEGI, 2010, Camudias, N., et al., 1999;#Medina-Mora, et al., 2003). Las
estadisticas reportan que en 2007 se observaron 4388 suicidios enfambos sexos. Como causas se
identificaron la ansiedad, depresion, estrés, soledad, desesperanza, exigeneia social y sentimientos de
rechazo. En Meéxico los padecimientos de ansiedad afectan el 7.7% de las*mexicanas y 3.6% de los
mexicanos (OMS, 2017; Espinoza, M., et al., 2015).

En este trabajo, se estudio la especie Haematoxylum campechianum, la cual se ha Seléccionado por ser
un arbol que esta ampliamente distribuido en el Estado de Tabasco, lo que representa uf recurso natural

disponible, y por los efectos que sus metabolitos secundarios ejercen sobre el sistema nervioso central.



1.4 Material Vegetal.

Se utilizo el duramen de Haematoxylum campechianum (Fabaceae). El material vegetal se colect6 en

Cunduacan, Tabasco, y se prepard un espécimen para su identificacion por un taxénomo.

El género Haematoxilon (Leguminosae) tiene dos especies: Haematoxylum campechianum y
Haematoxylum brassileto, ambos son arboles nativos de América Central y pertenecen a la familia de
las Fabaceae y la subfamilia €aesalpinioideae (Yasunaka, K., et al., 2005). EI H. campechianum en
México se conoce como "madera roja”, "madera negra” y "madera de Campeche” porque originalmente
fue encontrada en las costas del Golfo de México, en el estado de Campeche (Durén, R., Méndez, M.,

2010).

El “Campeche” o “palo de tinto” (Haematoxylun campechianum) es un arbol que alcanza una altura de
10 a 15 metros, y un didmetro de 45 a 80 em. Se distribuye naturalmente al sur de México, América
Central, Colombia, Venezuela y las Guayanass-ademas, es comun en algunas areas de la Republica
Dominicana y de la Republica de Haiti, y en Cuba~Crece bien en suelos pantanosos y puede formar
matorrales. (Norton, S., 1996; Castillo; Ex et al4 2011). Es un &rbol espinoso, perennifolio, fuste
acanalado, nudoso y retorcido. Posee copa redondeada con las ramas ascendentes y torcidas (fig. 5). La
corteza es de color pardo grisaceo o de color parde amarillento, escamosa, dividida en piezas pequefias
y cuadradas o longitudinales, con un grosor entre2 y,8 cm. Hojas compuestas dispuestas en espiral de
3 a 10 cm de largo con tres a cuatro pares foliolos+sésiles de*4#a.8 cm de largo y de 0.8 a 1.8 cm de
ancho, cuneiforme, con el margen entero, &pice truncado a emarginado; has verde limon y brillante,
enveés verde palido. Inflorescencias en racimos axilares y terminales ‘deshasta 10 cm de largo; flores de
5 a 7 mm de largo, zigomorficas, caliz con 5 sépalos pardo rojizo, desiguales elipticos, corolas con 5
pétalos, el mayor de 7 mm de largo, 10 estambres amarillos de 7 mm de largo. El fruto es una vaina
aplanada de 3 a 6 cm de largo y de 6 a 15 mm de ancho, pardo amarillenta, membranosa, conteniendo
de una a dos semillas (Maldonado, F., 2005).

1.5 Usos tradicionales de Haematoxylum campechianum.

En la peninsula de Yucatan los mayas prehispanicos utilizaban el palo de tinto para pintarse de\negro el
rostro y el cuerpo para sus rituales. Asimismo, lo empleaban para pintar los hilos con que trenzaban sus
cabellos y para tefiir algunas ropas de vestir.



El palo detinto posee una gran cantidad de hematoxilina, que al contacto con el aire, el sol y la humedad,
sufre un proceso de oxidacion que la convierte en hemateina que se transforma en materia colorante.

El palo de tint0,al'igual que otras tintdreas como el afiil, el palo de Brasil y el chukum, se comercializaba
entre los indigenas-mucho antes de la presencia espafiola en américa. La desaparicion de los colorantes
naturales, que algunos.autores ubican en los afios posteriores a 1856, se debi6 a la aplicacion de taninos
sintéticos que empezaban a_circular en los mercados europeos. En la segunda mitad del siglo XIX la
aplicacion de algunos tintes\basados en anilinas dio el golpe de gracia a la produccion de granas en
algunas regiones (Duran, R.#/Méndez, M., 2010).

El nombre del arbol significa "madera que sangra”, el corazén (centro de la madera) de este arbol es una
fuente importante para la obtencion de un tinte conocido como hematoxilina que se utiliza como tincion
en la histologia (Norton, S., 1996; Mazzuco, G., et al., 1982; Waldeyer, W., 1863); También, el extracto
de la madera se ha utilizado como edulcerante (Masuda, H., et al., 1991). El duramen se ha utilizado en
medicina tradicional para el tratamiento dedla depresiéon, trastornos renales, problemas cardiacos, dolor
de dientes, fiebre, diarrea, hemorroides, (Maldonado, F., 2005; Martinez, M., 2005), y las ramas se
utilizan principalmente para remover toxinas dela;sangre (Gémez-Méndez, E., et al., 2004). Se aplica
partiendo en pedazos la parte roja del tallo, )y se coloca.en agua, cuando ésta toma un color rojizo, se

toma como agua de uso. La corteza se pued€ hervir en agua y se toma como té (Maldonado, F., 2005).

1.6 Estudios quimicos realizados a Haematoxitumcampechianum.

Los estudios quimicos realizados a esta planta permitieron aislar€-identificar: la hematoxilina, que al
oxidarse produce hemateina, y la brasilina (Perkin, W., et al., 1907;/Namikoshi, M., et al., 1987), esta
ultima también se aisl6 de Caesalpinia echinata (Leguminosae), el hematoxilol A (3) (Masuda, H., et
al., 1991), protosappanina A y B, sappanchalcona (1) y 3-desoxisappanchalcona (2) que también fueron
aislados de Caesalpinia sappan L., tetra-O-metilnematoxilol B, trimetiléter de protosappanina B
(Masuda, H., et al., 1991; Masahiro, N., et al., 1986).

En 2008 Lin-Gen L., realizé pruebas para determinar la inhibicion de la tirosina quipasa, proteinas que
juegan un papel crucial en la transduccidn de sefiales que regulan una variedad de funcienes, tales como
diferenciacion, proliferacion y apoptosis. La actividad descontrolada de estas quinasas’cenduce a un
crecimiento, control y transformacion celular anormal, que son caracteristicas de malignidad.

Los siguientes compuestos aislados de Haematoxilum campechianum, mostraron actividad para.inhibir

la accion descontrolada de dichas proteinas: hematoxilol, epihematoxilol, 4-O-metilhematoxilol (4),



4-O-metilepihematoxilol, sappaneno, hematoxileno, hematoxilona, hematoxina (5), epihematoxina,
isohematexilina, hematoxilina, sappanona B, sappanol, 4-O-metilsappanol, 3’-desoxi-O-metilsappanol,
3’-desoxisappanona A, sappanona A, bonducellina, (E)-eucomina, buteina, sappanchalcona 1,
isoliquiritegininas=3’-desoxisappanchalcona, isobavachalcona, protosappanina A y hematoxilol A (3).
Los resultados demostraron que la hematoxilina, el hematoxilol A (3), hematoxilonay el epihematoxilol
B, son los compuestos mas_ activos y tienen potencial para ser empleados en la quimioprevencion del
cancer (Lin-Gen, L., et al.4#2008; Lin-Gen, L., et al., 2014; Ming-Bo Z., et al., 2014).

La sappanchalcona 1 mostrg-efecto antiinflamatorio y protector del hueso, al ser probado en un modelo
de artritis reumatoide en ratofnes.-La artritis reumatoide es una enfermedad autoinmune que afecta
principalmente a las articulaciones_sinoviales mas pequefias, genera hinchazén dolorosa que puede
conducir a la erosién ésea y deformidad:"La incidencia de este trastorno es alta y esta asociada con dolor,
deformidad y reduce la capacidad de trabaje. (Eui Gil, J., et al., 2015).

Hasta ahora, sélo hay informes de actividad biolégica en los compuestos, pero no para extractos y
fracciones de duramen de Haematoxylum campechianum. No se encontraron reportes de pruebas de

ansiedad para extractos y compuestos derivados de este arbol.

1.7 Disolventes polares y no polares.

Los disolventes polares, son compuestos en cuyas moléculas:la distribucion de la nube electrénica es
asimetrica; por lo tanto, la molécula exhibe polos ¢on/carga pesitiva y negativa, separados por una cierta
distancia, lo que constituye un dipolo permanente. El ejemplo clésico de disolvente polar es el agua.
Los alcoholes de baja masa molecular también pertenecen a este tipo de solventes. Los disolventes
polares se pueden subdividir en: proticos y aproticos. Un disolvente polar prético contiene enlaces O-H
o N-H, como agua, etanol y acido acético, entre otros. Un disolvente polaraprotico es un disolvente
polar que no contiene enlaces O-H o N-H, ejemplo de ellos son la acetona, DMSO, etc. Los disolventes
apolares, en general son sustancias de tipo organico y en cuyas moléculas la distribucion de la nube
electronica es simétrica; por tanto, estas sustancias carecen de polo positivo y negative'en.sus moléculas.
No pueden considerarse dipolos permanentes. Sin embargo algunos de sus enlaces pueden ser polares.
Todo dependera de la geometria molecular. Si los momentos dipolares individuales de sus enlaces estan
compensados, la molécula sera, en conjunto, apolar (Weininger, S., J. 1988).

La polaridad de un disolvente se puede determinar por el valor de su constante dieléctrica (&),'que es la

capacidad relativa de un disolvente para interferir con la atraccién entre cargas de signo opuesto. Los



disolventes muy polares con constante dieléctrica elevada son capaces de disolver (solvatar) las sales,
ya que faeilitan la separacion de los iones positivos y negativos. Como punto de referencia se considera
que un disolvente'es polar cuando el valor de su constante dieléctrica es superior a 15 (Weininger, S., J.
1988).

1.8 lleon de Cobay®.

El ileon es la porcion distaldel intestino delgado. Esta constituido por la serosa; dos capas de musculo
liso, una capa longitudinal eéxterna y una circular interna; dos plexos nerviosos; la submucosa; la mucosa
muscularis; y, la mucosa, que(contiene las vellosidades. Las contracciones del musculo liso circular
(contracciones segmentales) mezclan el contenido del lumen; y las contracciones del musculo
longitudinal producen las contracciones peristalticas que se superponen a las de segmentacion e
impulsan el quimo a lo largo del intestin0..Un plexo nervioso es una red de nervios que se encuentra
entre los tejidos. En el intestino existen dos, plexos nerviosos: el de Auerbach y el de Meissner. La
estimulacion eléctrica del ileon activa las fibrasnerviosas de ambos plexos.

La noradrenalina o norepinefrina es el/principal-neurotransmisor inhibitorio y al ser liberado desde las
fibras simpéticas postganglionares, actua’sobre los @drenoreceptores inhibitorios en la membrana del
musculo liso produciendo relajacion. La acetilcolina es el principal neurotransmisor excitatorio de la
sinapsis ganglionar y es liberada desde las fibras parasimpaticas postganglionares. Actlda sobre los
receptores colinérgicos nicotinicos de las neuranas entérieas=y los muscarinicos del muasculo liso
produciendo contraccién. Cuando se agrega a la preparacion del~ileon acetilcolina o cualquier otro
agonista que interactué directamente con los receptores localizados en'la membrana del mdsculo liso se
produce una contraccion inmediata inducida por el aumento transitorio de la concentracion de calcio
intracelular; mientras que, como ya se menciono, la adicion de noradrenalina a la preparacion produce

relajacion (Dewhurst, D., et al., 2010).

1.9 Flavonoides

Los flavonoides son sustancias de bajo peso molecular producidos por plantas basetlares. Han estado
presentes en la naturaleza durante millones de afios. EI hombre los consume en la diétay'ya que estan
presentes de forma abundante en los vegetales, en frutas rojas como fresas, zarzamoras, frutas,citricas,
chocolate, nueces, vino tinto y en varias plantas medicinales. Estos compuestos poseen una ampliagama

de actividades farmacoldgicas entre las que destacan sus propiedades antioxidantes, las cuales les
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confieren.€apacidad de proteger a las células del estrés oxidativo relacionado con patologias asociadas
al envejeeimiento, como las enfermedades de Alzheimer y Parkinson. En los Gltimos 30 afios se ha
realizado una intensa investigacion sobre sus acciones en el SNC, entre las que sobresalen sus
propiedades come-ansioliticos, sedantes, antidepresivos y anticonvulsivos. Se ha demostrado que estos
efectos son mediados_principalmente por los receptores GABA, en particular los receptores GABAA,
por lo que, los flavonoides han sido reconocidos como una nueva familia de benzodiazepinas, con la
ventaja de no presentar los'efectos colaterales que éstas producen (Estrada-Reyes, R., 2012).

En las plantas, algunos flavenoides confieren resistencia contra la fotooxidacion producida por la luz
ultravioleta del sol, intervienen en<€l transporte de hormonas y algunos funcionan como defensa ante
los depredadores. Desde el siglo pasado es bien conocida la relacion que existe entre la presencia de
flavonoides en las plantas y su resistencia a las infecciones flngicas y virales. Otra de sus importantes
funciones en muchas plantas es la atraccidn«de los insectos polinizadores por medio del color o del olor
que les confieren a éstas o a sus flores asegdrando asi su reproduccién y conservacion.

Aunque numerosos estudios han descrito los\efectos de diversos flavonoides en el SNC, es escasa la
informacion de como permean la barrera-hematoencefalica (BHE). Investigaciones recientes in vitro e
in vivo indican que tanto los flavonoidesthidrolizades (agliconas) como sus productos de conjugacion
son capaces de atravesar la BHE. Algunas investigacianes.indican que flavonoides glicosilados como
el 3-p-rutindsido de cianidina y el glucésidosde) pelargonina, asi como las flavanonas (agliconas)
hesperetina, naringenina y sus productos de conjugacion atraviesan la BHE. Por lo que al parecer, la
capacidad de los flavonoides de permear la BHE no sélo depende-de,su lipofilicidad sino también de su
capacidad de conjugacion; metabolitos que son conjugados por metilacion en el intestino delgado y en
el higado, al ser més lipofilicos, pueden permear la BHE con mayor facilidad que sus agliconas de origen
(Estrada-Reyes, R., 2012).

De forma coloquial se tiende a generalizar cuando se habla de “los flavonoides™ y sus beneficios en la
salud, sin embargo esta familia se caracteriza por su diversidad estructural de.tal manera que se han
identificado méas de 6000 de estos metabolitos secundarios cuyas propiedades bioldgicas dependen en
gran medida de su estructura particular, es decir del tipo de sustituyentes, grupos funcionales, grado de
oxidacion, formas diméricas, poliméricas, formas glicosiladas o libres, entre otras. ¢kl término
flavonoide es generalmente utilizado para describir una amplia gama de productos naturales con un

sistema C6-C3-C6 (anillos A, C y B) o mas especificamente con una funcionalidad fenilbenzopirano,
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benzo-y-pirona o cromano, consistente en un anillo fendlico y un anillo pirano y son clasificados de

acuerdo a=su_sustitucion.

(10) 11) (12)

Fig. 2. Estructura de flavanos: flavonoide 7, isoflavonoide 8, neoflavonoide 9; flavanol 10,

flavanona 11, flavanonol 12, flavona 13, flavonol 14, crisina 15 y apigenina 16.
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Los flavonGides (Fig. 2) se dividen inicialmente en tres clases, dependiendo del sitio de union del anillo
B con el benzopirano (A): los flavonoides | (2-fenilbenzopiranos 7), isoflavonoides 11 (3-
fenilbenzopiranes 8) y los neoflavonoides 111 (4-fenilbenzopiranos 9).

Por otro lado, a‘partir de los afios 1960 los fa&rmacos ansioliticos més utilizados en la préctica clinica
han sido los de la\familia de las benzodiacepinas (BZD), utilizados también para el tratamiento de la
epilepsia, el insomnio,} ciertos estados depresivos, algunos estados afectivos, etcétera. Las
benzodiazepinas ejercen suaccion por su interaccion con los receptores GABAérgicos tipo A. Estos
receptores son proteinas transmembranales con un ensamble hetero-oligomérico constituidas por varias
subunidades, que conforman un canal iénico permeable al ion cloruro (CI-) y cuyo ligando es el acido
gama amino butirico (GABA). Cuando el GABA se une al receptor el canal idnico se abre permitiendo
el flujo del ion cloruro el cual produce-a hiperpolarizacion de la membrana de la neurona receptora y
la inhibicion de la transmision de los impulsos nerviosos, produciendo efectos tranquilizantes, sedantes
0 ansioliticos (Estrada-Reyes, R., 2012).

En 1983, el grupo de Medina, Paladini y colaboradores investigaron los principios activos de plantas
con propiedades sedantes. Realizaron/estudios=de union a receptores de BZD con la esperanza de
encontrar principios activos con estructuras'similares a. las benzodiazepinas. Como resultado de este
estudio demostraron por primera vez que las flavonas:Crisina y apigenina que aislaron de la pasiflora
(Passiflora coerulea), y de la manzanilla (Matricaria rucutita); y el nucleo flavona en si mismo, poseen
propiedades ansioliticas en modelos de conducta en ratoneS.En modelos in vitro estos metabolitos
secundarios mostraron alta y mediana afinidad por el sitio de uniéh-a BZD. Estas flavonas presentaron
ademas escasa actividad sedante y miorrelajante, lo cual representd la primera ventaja de estos
metabolitos sobre las BZD y mostré su potencial como farmacos parazuso humano (Estrada-Reyes, R.,
2012).

Paladini y colaboradores hicieron modificaciones quimicas de las flavonas ansioliticas naturales y
obtuvieron derivados con mejores propiedades, de los cuales la 6,3’-dinitroflavona mostro una afinidad
por los receptores cerebrales especificos, comparable a la de las BZD, pero con unaxactividad 10 veces
superior. También realizaron un estudio andlogo al descrito con las valerianas, plantas.de.uso milenario
en la medicina tradicional por sus propiedades tranquilizantes e inductoras del suefio. Esta imvestigacion
permitio descubrir en sus extractos la presencia del flavonoide 6-metilapigenina, que resulté ser un

ligando para el receptor GABAA con propiedades ansioliticas pero no sedantes, ni hipnoticas..Como
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resultado.de estas intensas investigaciones los flavonoides han sido postulados como “una nueva familia

de ligandes'cen sitios de afinidad especificos en los receptores GABA” (Estrada-Reyes, R., 2012).

1.10 Cromatografia liquida de alta resolucién.

Es la forma de cramatografia por elucién mas versatil y mas utilizada. La técnica es Gtil para separar y
determinar especieS epsuna variedad de materiales orgénicos, inorganicos y bioldgicos. En la
cromatografia liquida, lasfase movil es un disolvente liquido que contiene a la muestra en la forma de
una mezcla de solutos. La“eromatografia de liquidos se puede llevar a cabo en columnas de vidrio con
diametros interiores entre 104,50 mm, empacadas con particulas sélidas con longitud entre 50 a 500
mm, la cual se cubre con un liquido adsorbido, que forma la fase estacionaria. Para asegurar velocidades
de flujo razonables a través de esta fase,el tamafio de particula del sélido se mantiene entre 150 y 200
pum. Para acelerar las velocidades de flujo se utiliza vacio o presion, sin embargo este procedimiento
incrementa la altura de plato y disminuye-la eficiencia de la columna. Se puede conseguir una

disminucion de la altura de plato si el tamafno.departicula es mas pequefio (Skoog, D. A., 2015).

No fue sino hasta finales de la década/e-tos 1960\que se desarrollo la tecnologia para producir y usar
empacamientos con didmetros de particulasentre 3@ 10 um. Esta tecnologia requeria de instrumentos
capaces de bombear presiones mucho maés altas. que las dispositivos simples que les precedieron. De
manera simultanea se desarrollaron detectores para el “menitoreo continuo de los efluentes de la
columna. ElI nombre cromatografia liquida de alta_resolucion €AR (HPLC, por sus siglas en inglés)
suele emplearse para diferenciar esta tecnologia de los procedimientos cromatograficos en columna
simple. Una elucion con un solo disolvente o una mezcla de disolventes de composicion constante se
denomina elucién isocratica. En la elucion en gradiente, se utilizan dos (y a veces mas) sistemas de
disolventes que difieren de manera significativa en polaridad y cuya composicion es variada durante la

separacion. La elucion en gradiente suele mejorar la eficiencia de separacion-(Skoog, D. A., 2015).

Los primeros trabajos sobre cromatografia liquida se basaban en fases estacionarias-altamente polares,
mientras que un disolvente relativamente no polar, servia como fase movil. Por razones,historicas, este
tipo de cromatografia se conoce ahora como cromatografia en fase normal. En la cromategrafia en fase
reversa, la fase estacionaria es no polar y la fase mavil es un disolvente relativamente_polar. En la
cromatografia en fase normal el componente menos polar eluye primero; aumentar la polaridad de la

fase movil disminuye el tiempo de elucion. En contraste, en la cromatografia en fase reversa el
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componente mas polar es el que eluye primero, y al aumentar la polaridad de la fase movil aumenta el
tiempo de-elucion (Skoog, D. A., 2015).

1.11 Resonancia Magnética Nuclear (RMN).

La espectroscopia de resonancia magnética nuclear (RMN) es una de las herramientas mas poderosas
disponible para la determinacion de estructuras organicas. Al igual que la espectroscopia infrarroja, la
RMN se puede usar con wha muestra muy pequefia sin que la muestra se modifique. El espectro de RMN
proporciona una gran cantidad.de informacion sobre la estructura del compuesto, y muchas estructuras
pueden ser determinadas usande~solo el espectro de RMN. Sin embargo, la espectroscopia de RMN se
usa junto con otras formas de ‘espectroscopia y analisis quimico para determinar las estructuras de
moléculas orgénicas complicadas. 1@ RMN es utilizada para estudiar una amplia variedad de nucleos,
incluyendo 'H, 3C *N, °F y 3!P. LosQuimicos organicos encontraron que el protén (*H) y el carbono
13 (*3C) son los mas dtiles porque el hidrogeno y el carbono son los principales componentes de los
compuestos organicos. Histéricamente, la RMN se us6é por primera vez para estudiar protones (los
nacleos de atomos de hidrdgeno) y les espectrometros de resonancia magnética de proton, han sido los
méas comunes. "Resonancia magnética’nuclear” se_supone que significa "resonancia magnética de
protones” a menos que se especifique otro nucleo (Wade;'L. G., 2013; Carey, F. A, et al., 2011).

Un ndcleo con un numero atomico impar o un‘ngmero de masa impar tiene un giro nuclear que puede
ser detectado por el espectrometro de RMN. Unproton es el_nlcleo méas simple, y su ndmero atémico
impar de uno implica que tiene un giro. Podemos visualizar un‘proton giratorio como la rotacion de una
esfera de carga positiva. Este movimiento de carga es como una corriente eléctrica en un bucle de
alambre. Genera un campo magnético, llamado momento magnético,,que se parece al campo de un
pequefio iman de barra. Cuando se coloca un pequefio iman de barra en el ampo de un imén mas grande,
gira para alinearse con el campo del iman mas grande: un arreglo de imas baja energia que una
orientacion contra el campo. EI mismo efecto se ve cuando un protdn se coloca enun campo magnético
externo (Bo).

En ausencia de un campo magnetico externo, los momentos magnéticos del proton tienen orientaciones
aleatorias. Cuando se aplica un campo magnético externo, cada protdn en una muestra‘asume el estado
a-spin (estado de baja energia) o el estado B-espin (estado de alta energia). Como el estado-de-a-Spin es

mas bajo en energia, hay mas a-giros que B-giros (Wade, L. G., 2013; Carey, F. A,, et al., 2011).
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En un campo magnético fuerte, la diferencia de energia entre los dos estados de giro es mas grande que
en un campo. mas débil. De hecho, la diferencia de energia es proporcional a la fuerza del campo

magnético, come Se expresa en la ecuacion:

AE=7y Bo

2n

AE = Diferencia de energia entre-los estados a y B.

h = Constante de Plank.

Bo = Fuerza del campo magnético externo,

v = Relacidn giromagnética 267.512x106 y 67.2640x10° rad seg™ T para 'H y '3C, respectivamente.

La relacion giromagnética es una constantesque degende del momento magnético del nucleo en estudio.
Los campos magnéticos se miden en gauss; por ejemplo, la fuerza del campo magnético de la tierra es
de aproximadamente 0,57 gauss. La unidad SI"para campo.magnético es tesla (T), que es simplemente
10,000 gauss. La diferencia de energia entre los"dos estados.de giro de un proton es pequefia. Para un
campo magnético externo fuerte es de 25,000 gauss (2.5 T), es selo alrededor de 10 a 5 kcal/mol Incluso
esta pequefia diferencia de energia puede detectarse mediante RMN, Cuando un protdn interactda con
un fotdn con la cantidad justa de energia electromagnética, el giro del'proton puede voltearse desde a a
B o desde B a a. Un ndcleo alineado con el campo puede absorber la energia necesaria para voltearse y
alinearse contra el campo. Cuando un nicleo esta sujeto a la combinacion.corfecta de campo magnético
y radiacion electromagnética para voltear su giro, se dice que esta "en resonancia”, y su absorcion de
energia es detectada por el espectrometro de RMN (Tabla 1). Este es el origen del término “resonancia
magnética nuclear" (Wade, L. G., 2013; Carey, F. A, et al., 2011).
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Tabla 1. Frecuencias de observacion para *H y *3C.

Bo (Tesla) v H (MHz) v 13C (MHz)
1.4093 60 15.087
2.1139 90 22.629
2.3488 100 25.144
46975 200 50.288
9.3950 400 100.577
11.7440 500 125.720
14.0928 600 150.864
17.6160 750 188.580

1.11.1 Técnicas de Resonancia Magnética Nuclear (RMN) utilizadas.

RMN de H.

Con el incremento de la disponibilidad-de"magnetos superconductores, la espectroscopia de RMN de
campos fuertes se ha hecho una realidad. los campos_magnéticos fuertes proporcionan las siguientes
ventajas: 1) incremento en la sensibilidad de la seftal; 2).Mejoria en la separacion de las sefiales; y 3) Se
alcanza un patrén de division de primer orden (incrementa a-simetria de los patrones), lo cual facilita
la interpretacion. Ademas de una mayor separacion.en resonancia,con campos fuertes, la superposicion
de sefales se reduce aun mas por el hecho de que las constantes de acoplamiento (j) son independientes
en campos magnéticos fuertes. Por lo tanto, un multiplete ocupara relativamente menos ancho espectral
a mayor campo. Con instrumentos a campos bajos, la separacion de las sefiales se puede mejorar con un
cambio de disolvente. La informacion que proporciona un espectro de RMN de *H es la siguiente:
NuUmero de sefiales: Determina cuantos tipos diferentes de hidrégeno existen en una molécula.
Desplazamiento quimico (8): Nos da una idea del ambiente quimico quesrodea a cada tipo de
hidrogeno. Comprende una escala de 0 a 12 ppm.

Multiplicidad: Nos indica cuantos hidrégenos son vecinos a cada tipo de hidrdgeno.

Integracion: Calcula cuéntos hidrégenos de cada tipo existen en la molécula.

Intercambio por deuterio: Sefiala cuales hidrdgenos esta unidos a heteroatomos como (O, ‘N, etc.,
(Garcia-Barradas, O., 2016; Carey, F. A, et al., 2011).
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RMN detC.

Un procedimiento estandar para RMN de *3C consiste en irradiar toda la region de protén (0 a 12 ppm)
usando la técnica’de desacoplamiento de ruido. Cuando el acoplamiento de *H y 3C desaparece, todas
las sefales de 3C/Se)convierten en singuletes. Al mismo tiempo, como resultado del NOE cuando los
protones son irradiados,-el tamafio de la sefial de *C aumenta casi por tres veces. Sin embargo, en este
procedimiento se pierde.edmpletamente el acoplamiento *C, H, y no se puede determinar el nimero
de atomos de hidrégeno adyacentes a los carbonos. La Unica informacion de interés en el espectro de
13C es el desplazamiento quimieq que tiene una escala de 0 a 210 ppm. La altura de la sefial no es
proporcional al nimero de carbonos. La sefial de los carbonos en disolventes deuterados, cuando el
numero de deuterios (D) sobre el carbon es n, se divide en (2n+1). Las sefiales de los carbonos para
CDCl3 se observa como un triplete y para.CD3sOD aparece como un septeto (Nakanishi, K., 1990; Carey,
F. A, etal, 2011).

Espectro DEPT.

El espectro DEPT (Distortionless Enhancement by Polarization Transfer, incremento sin distorsion por
transferencia de polarizacién) utiliza una secuencia despulsos cortos que durante el tiempo de evolucion
del experimento, ocasiona que la pérdida de magnetizacion debido a la relajacion transversal no sea tan
severa. Ademas DEPT es menos sensible a las distoersiones debidas a factores tales como pulsos anchos.
El llamado espectro editado nos permite preparar espectros DEPF de tal manera que solo las sefiales de
CH, CHa, o CHj3 sean desplegadas. Para un pulso de 45°, todas lassSefiales de los carbonos excepto los
cuaternarios estan sobre el lado positivo, para pulsos de 90° solo las\sefiales de CH estan en el lado
positivo y para pulso de 135° CH y CHz estan en el lado positivo, mientras que las sefiales de CH> se

encuentran hacia el lado negativo (Nakanishi, K., 1990; Carey, F. A., et al.,2011).
Espectro H-H-COSY.

La espectroscopia de correlacion homonuclear es la técnica usada mas frecuentemente€n 2D-TF RMN.
En el espectro COSY (Correlation Spectroscopy) se despliegan los datos de desplazamiento quimico de
H, en los ejes vertical y horizontal, los espectros en una dimension se muestran en ambos ejes. Por
ejemplo en el espectro COSY del acetato de etilo (Fig. 4) se observa una sefial en el eje.hgrizontal
ubicada en 2.08 ppm. Cuando se traza una linea perpendicular desde 2.08 ppm, se intersecta’con la

diagonal en el punto 3 donde aparece un pico (Fig. 3). Cuando se dibuja una linea horizontal a la
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izquierda.de la diagonal desde el punto 3, se encuentra con la sefial en 2.08 ppm en el eje vertical. En
otras palabras, el pico en el punto 3 sobre la diagonal aparece en la interseccion de ambos ejes. Este tipo
de pico es conogido como “pico diagonal”. Los picos 1y 2 son picos diagonales de las sefiales 1.22 ppm
y 4.08 ppm respeetivamente. Otros dos picos p y p’ estan presentes en el espectro. Estos son picos
cruzados los cuales aparecen como resultado del acoplamiento spin-spin (3J%.). Estos picos cruzados
deben aparecer siempre,como un par en posicion emparejada (p, p’). Cuando una perpendicular al eje
horizontal se dibuja desdeel pico diagonal 2, cruza por el pico p. Cuando una linea horizontal es
dibujada a la izquierda desde p se encuentra con la sefial de 1.22 ppm. Esto indica que 1 y 2 estan
acoplados. Si uno esta acoplado ¢on dos, entonces dos esta acoplado con uno (Nakanishi, K., 1990;
Carey, F. A., etal., 2011).
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Fig. 3. Espectro H-H-COSY para el acetato de etilo.
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Fig. 4. Estructura molecular del acetato de etilo.

Espectro HSQC.

En el HSQC (Heteronuclear Single Quantum Coherence, coherencia heteronuclear de cuanto Unico), el
espectro de H se grafica sobre el eje-hetizontal y en el eje vertical el espectro de *3C. Este es un tipo de
espectro COSY heteronuclear (*J%. *%).2Aparecen picos cruzados en las intersecciones de los
desplazamientos quimicos de 3C y de H, fo.gue indica que estan directamente unidos entre si (CH o
CHs). Para sefiales de 3C que muestran,dos picos cruzados con H, sugiere que el atomo de *C esta
enlazado a dos atomos de *H no equivalentes (CH,/donde los *H, tienen un desplazamiento quimico
diferente)

Cuando se observan sefiales de 3C que noforman pices cruzados con H, se debe a que estos son *C
cuaternarios (C), los cuales no estan directamente énlazadoS.a-1H. Existen sefiales de *H que no forman
picos cruzados con *3C, lo cual se debe a que estos.atomos de-tH no estan unidos a atomos de °C, y
pueden ser hidrogenos de OH, NH, etc. (Nakanishi, K., 1990).

Espectro HMBC.

Debido a su notable sensibilidad, el espectro HMBC (Heteronuclear_Multiple Bond Coherence,
coherencia heteronuclear a multiple enlace), es cada vez mas importante y.tan ampliamente utilizado
como el COSY. EI HMBC, muestra picos cruce debidos a acoplamientos *@-*H de largo alcance
(correlaciones C, H a dos o tres enlaces, 23J%.23). En el espectro no se puede determinar cuales enlaces
estan a dos enlaces de distancia y cuales a 3, normalmente las correlaciones a tres enlaces de distancia
son mas intensas que aquellas a dos enlaces. Ademas no todas las correlaciones aparecen en este
espectro.

En el HMBC, el espectro de H se grafica sobre el eje horizontal y en el eje vertical el espectro.de 3C.

Si se traza una linea horizontal desde una sefial de carbono ubicado en el eje vertical, se intersectara
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eventualmente con picos de cruce, esto indica que el carbono seleccionado tiene acoplamientos de largo

alcance con les hidrogenos que corresponden a los picos de cruce (Nakanishi, K., 1990).

1.12 Comparacion de varianzas.

Se pueden compararlas varianzas (o desviacién estandar) de dos conjuntos de datos. Por ejemplo una
prueba t normal requiere que las desviaciones estandar de los conjuntos de datos que se estan
comparando sean igualessUna.prueba estadistica simple, llamada prueba F, se puede usar para probar
esta premisa bajo la suposiciénide que las poblaciones siguen una distribucion normal (gaussiana). La
prueba F se usa también para comparar mas de dos medias.

La prueba F se basa en la hipétesisnula de que las dos varianzas de la poblacion bajo consideracion son
iguales Ho: 612 = 022, El estadistico F deprueba, que se define como la relacion entre las varianzas de
dos muestras (F= s1/s,%), se calcula y compara contra un valor critico de F al nivel de significancia

deseado. La hipdtesis nula se rechaza si el estadistico de prueba difiere mucho de la unidad.

La prueba F se puede usar en el modo/de_una coela-o7en el de dos colas. Para la prueba de una cola se
prueba la hipdtesis alternativa de que upa varianza-€s mayor que la otra. Por tanto, la varianza del
procedimiento mas preciso se coloca en el~denominadery la del menos preciso en el numerador. La
hipotesis alternativa es Ha: 61> o2°. Los valores-eriticos.de F a un nivel de confianza se presentan en
tablas. Para una prueba de dos colas, se prueba si‘las varianzas.son diferentes, Ha: 61% # o2, Para esta
aplicacion la varianza mas grande siempre se coloca en el numerador. Este acomodo arbitrario de la
varianza mas grande en el numerador hace que el resultado de la pfueba sea menos certero; por lo tanto,

el nivel de incertidumbre para los valores F de la tabla se duplica de 5.210% (Skoog D. A., 2015).
1.12.1 Conceptos basicos de ANOVA.

En los procedimientos de ANOVA se detectan las diferencias en varias medias poblacionales mediante
la comparacion de varianzas. Para comparar | medias poblacionales, p1, M2, Ma. [ la hipdtesis nula

tiene la siguiente forma:

Ho: M1 = M2 = M3... = Ui

Y la hipdtesis alternativa Ha es: Ha: al menos dos de las i son diferentes.
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En cada_problema planteado, las poblaciones tienen valores distintos para una caracteristica comdn
conocidaeomo factor, algunas veces, llamada tratamiento. Por ejemplo, para la determinacién de calcio
por un metodo velumétrico, el factor de interés es el analista. Los valores diferentes del factor de interés
se conocen como-niveles, Para el caso del calcio los niveles corresponden al nimero de analistas
(analista 1, analista 2,.etc.). Las comparaciones entre las diferentes poblaciones se efectGan cuando se

mide la respuesta de la cantidad de calcio determinada por cada analista.

El factor puede considerarse®como variable independiente, mientras que la respuesta es considerada
como variable dependiente."En el ANOVA, los niveles de factor se denominan grupos. El principio
basico es comparar la variacion-entre grupos con la variacion intragrupal. En el ejemplo del analisis de
calcio, los grupos (niveles del factor)’son los analistas, y se compara la variacion entre los diferentes
analistas contra la variacion individual de'cada analista. Cuando Ho, es verdadera, la variacion entre las
medias de grupos es cercana a la variacion de las medias intragrupales. Cuando Ho es falsa, la varicion
de las medias de los grupos es grande en comparcion con la variacion de las medias intragrupales. La
prueba bésica utilizada en el ANOVA¢gs la prueba F, un valor grande de F en comparacion con los
valores criticos de las tablas puede dar una razon para rechazar Ho a favor de la hipétesis aletrnativa.
(Skoog D. A, 2015).
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1.13.0BJETIVOS

Obijetivo General:

Determinar el efecto~espasmolitico y ansiolitico de los extractos y fracciones obtenidos de

Haematoxylum campechianum (Fabaceae), asi como de los compuestos aislados.

Objetivos Especificos:
» Extraer los metabolitos secundarios presentes en Haematoxylum campechianum, con disolventes

de polaridad ascendente.
« Evaluar la actividad bioldgica de los extractos.

» Separar por cromatografia en’ columna las fracciones contenidas en los extractos de

Haematoxylum campechianum que en la prueba bioldgica resultaron con mayor actividad.
» Evaluar la actividad bioldgica de las-fracciones,

 Purificar por cromatografia en columna los compugstos quimicos contenidos en las fracciones

que en la prueba biolégica resultaron con mayor actividad
» Evaluar la actividad bioldgica de los compuestos quimicoss

» Determinar las estructuras quimicas de los metabolitos ide interés utilizando técnicas

espectroscopicas.
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Il. MATERIALES Y METODOS.

2.1 Obteneionde los extractos organicos.

Se obtuvo el ©@uramen de Haematoxylum campechianum, y se sec6 a temperatura ambiente,
posteriormente se“cortd en laminas delgadas y se molié con una sierra circular para carpinteria. El
material vegetal fue macerado iniciando con disolventes no polares hasta disolventes de polaridad alta
La maceracion del material'vegetal se inicié con hexano (£=2), continuando con acetona (£=21), metanol
(£=33) y por ultimo con etanol-agua (6=24, 78) en una proporcién 60:40 (Wade, L. G., 2013). Se agregd
el primer disolvente y se dejo repasar por 24 horas, se filtr6 el macerado, se recuperd el disolvente y se
realiz6 una segunda maceracion, a-continuacion se agregé el segundo disolvente y se realizo el
procedimiento anterior de manera secuéncial hasta finalizar el proceso de macerado con agua-etanol .
Los extractos organicos (ExtOrg) se filtraron y se llevaron a completa sequedad por evaporacion a
presion reducida con un rotaevaporador (Meidolph G3). Finalmente el material fue liofilizado en un

equipo Heto Drywinner. El extracto se conservo en refrigeracion (4°C) hasta su posterior uso.

2.2 Pruebas bioldgicas para determinar.des-extractes, fracciones y compuestos activos.

Los extractos, fracciones y compuestos aislados de Haematoxylum campechianum se analizaron en una
prueba biolodgica in vitro con ileon aislado de cabayo, la cual.permite determinar la capacidad que tiene
un extracto, fraccion o compuesto para relajar los.espasmos musculares (actividad espasmolitica). Los
extractos y fracciones que resultaron mas potentes en la prueba de actividad espasmolitica, fueron
seleccionados para realizar un fraccionamiento en columna cromatografica abierta, para poder aislar los
compuestos relacionados con dicha actividad.

Se han investigado diversas sustancias con distinta estructura quimica.con capacidad de inhibir las
contracciones del musculo liso intestinal, y se ha demostrado que existen compuestos aislados de plantas
que inhiben in vitro la contraccion del muasculo liso aislado, encontrando que la eapacidad de relajacion
depende de la concentracion del compuesto, entre ellos los flavonoides: quercetina, apigenina,
kaempferol y rutina (Mata, R., et al., 1999; Capasso, R., et al., 2000); aceites esenciales:mirceno, pineno
y menleugenol (Lima, C., et al., 2000).

El modelo de ileon aislado de cobayo, es una prueba farmacoldgica in vitro que fue descrita inicialmente

en 1904 por Magnus (University of Edinburgh, 1970), y es utilizada para evaluar la ‘actividad
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antiespasmodica de los extractos de plantas y farmacos (Lozoya, X., et al., 1990; Weimann, C.;
Goransson;”Us, 2002; Serrano G., 2005.).

El fundament0 de la prueba de ileon aislado de cobayo radica en que las porciones superior e inferior
del intestino delgado son susceptibles a las acciones de las terminales nerviosas por diversas sustancias
y en consecuencia, “es posible valorar la actividad bioldgica de compuestos naturales o sintéticos
(University of Edinburghj 1970).

Se utilizaron cobayos albinos de ambos sexos con peso de 250 - 500g. Se mantuvieron en bioterio en
un ambiente controlado deé duz)y temperatura con libre acceso al agua y alimento. Se siguieron los
lineamientos éticos para el manejo-y sacrificio de animales de experimentacion (Gagea-lurascu, M., et
al. 2012). En cada sesion experimental los animales se mantuvieron en ayuno por 14 horas con acceso
libre de agua. Se sacrificaron con golpeen la nuca y dislocamiento cervical. La cavidad abdominal se
abrio mediante incision longitudinal para extraer un segmento de ileon terminal de 10 cm de longitud,
el cual se lavd y se mantuvo sumergido en, disolucion Tyrode a pH 7.0, a temperatura de 37° C y
oxigenada con mezcla carbdgena a burbujeo constante (Menazza, S., et al, 2013). Para realizar la prueba
espasmolitica, se cortd un segmento de-2 cm*y<Se monto en un bafio de d6rganos, en las mismas
condiciones anteriormente especificadas/La disolucion_Tyrode se prepar6 un dia antes de su uso y se
mantuvo en refrigeracion.

En un bafio de 6rganos en solucion fisiologica y condieiones adecuadas de pH, temperatura y
oxigenacion, al poner en contacto el tejido suspendido €on~los compuestos activos se produce
contraccion o relajacion, dependiendo de la naturaleza quimica del€ampuesto. EI segmento de intestino,
al contraerse o relajarse modifica la tensién mecanica que ejerce, la gue es convertida en sefial eléctrica
mediante un transductor de tensién. La sefial eléctrica puede ser amplificada y registrada para cuantificar
los cambios en la tension. Para preparar la disolucion Krebs-Henseleit (Tyrode), se mezclaron en
gramos: NaCl (16), CsH1206 (4), NaHCO3 (2), CaCl2.2H,0 (0.4), KCI (0.4), MgCl,. 6H20 (0.2), y
NaH2PO4.H>0O (0.1) y se diluyeron a un volumen de 2 L con agua destilada. La.disolucion se mantuvo
en burbujeo de mezcla carbdgena hasta ajustar el pH a 7 (Tortorielo, J., et al., 1995;>Themas, A., et al.,
1999).
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2.3 Evaluacion de la actividad ansiolitica.

2.3.1 Disefio experimental para pruebas de ansiedad.

Se utilizaron ratgnes de la cepa ICR (machos, entre 30-45 gr) que fueron adquiridos con el distribuidor
Harlan (México, D:F). Se acondicionaron por lo menos dos semanas antes de la experimentacion en
instalaciones con temperatura de 25 °C, con un ciclo de luz-oscuridad de 12/12 h, con acceso libre al
agua y alimento. EI manejo de los animales de experimentacion se llevo a cabo de acuerdo la Norma
Oficial Mexicana NOM=062-Z00-1999 que se refiere a las especificaciones técnicas para la
produccion, cuidado y uso de animales de laboratorio. Durante el proceso de la experimentacion, los
ratones fueron trasladados a un laboratorio sonoamortiguado para contrarrestar algin sonido externo, a
una temperatura de 25 °C con luz roja de, 15W. Se formaron grupos de 8 ratones para cada dosis probada
en los modelos de campo abierto (CA))y laberinto elevado en forma de cruz (LEC). La via de
administracion fue oral (vo) e intraperitoneal-(ip) segun fuera el modelo a usar. Para la via oral se utilizd
una canula metélica.

El control positivo para las pruebas de‘ansiedad, fue.diacepam (DZP). Los tratamientos a evaluar fueron
extractos organicos y compuestos que «se-disolvieronren agua (VEH), siendo el disolvente el grupo
control negativo. El tratamiento que mostré.el mejor efecta ansiolitico, se evalu6 a diferentes dosis para

la construccion de una curva dosis-respuesta.

2.3.2 Evaluacion del efecto ansiolitico mediante la prueba LEC:«

El laberinto elevado en forma de cruz (LEC) es reconocido como uno de los modelos experimentales de
ansiedad mas utilizados para bioensayo de farmacos ansioliticos. (Este modelo, basado en la libre
exploracion que despliegan los roedores frente a un ambiente novedeso,.permite a traves de su
arquitectura, elegir entre dos pares de zonas distintas: un par de brazos/potencialmente peligrosos
(brazos abiertos) y un par de brazos seguros (brazos cerrados). En un periodo de S\minutos se registrd
la actividad exploratoria y se observo si los sujetos muestran miedo incondicionado.ales brazos abiertos,

estas latencias para evitar los brazos abiertos son consideradas un indice de ansiedad{Gomez R., 2006).

Se evaluaron los siguientes indicadores comportamentales: porcentaje de la frecuencia y tiempo de
permanencia en los brazos abiertos y cerrados del laberinto y la frecuencia de estiramientos verticales.
Estos Gltimos indicadores de comportamiento, han sido asociados a la conducta de tipo defensive; tipico
de los roedores en situaciones novedosas y potencialmente aversivas (Moreno L., et al, 2009).
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2.3.3 Evaluacion del efecto sedante mediante la prueba CA.

La prueba de campo abierto (CA) se realiz6 inmediatamente después de concluir la prueba de LEC, se
colocé al ratdn en el centro de una caja de acrilico para determinar su patron conductual y actividad
exploratoria durante 5 minutos. Este dispositivo cuadriculado, desconocido para el roedor, previene el

escape por la implementacion de paredes transparentes (Polanco, L. A., 2011).

Los parametros a evaluar fueron:

1. EIl nimero de cruces de(lineas de cada cuadrante en el piso (estos se registraron solo cuando las
cuatro patas de los ratones estaban completamente dentro del cuadro).

2. La frecuencia de estiramientoscvetticales (EV).

Los parametros etolégicos que se mediraniseran:
a) Locomocion periférica. EI nimero de"veces que se ocupd un cuadro de la periferia (P).
b) Numero de veces que el roedor atravesdel centro (C).

c) Numero de veces que el raton se alzé en dos patas (R).

Entre cada prueba los aparatos utilizados para LEC[y para CA, fueron limpiados con una disolucién
acuosa de etanol al 10% para eliminar rastros odorifefos.dejados por los animales (Moreno L., et al,
2009).

2.4 Fraccionamiento quimico de los extractos orgénicos.

El fraccionamiento cromatogréafico se realizo en columnas de vidrios(tamarios de acuerdo a la cantidad
de extracto obtenido, relacion 1 gr de extracto por 20 gr de Silica Gel fase normal), como soporte se
utilizé silica gel 60 de malla 70-230 y tamafio de particula de 0.063 a 0.200.mm (Merck) de fase normal
y como eluyente se usaron mezclas de disolventes que sean miscibles, a través de gradientes. Para la
purificacién de los compuestos de mayor polaridad se utilizé Silica Gel con tamario'de particula de 40
a 63 um de fase reversa (LiChroprep RP 18, Merck). La pureza de los metabolitos-y“el.desarrollo de la
separacion de las fracciones se monitore6 por cromatografia en capa fina (CCF) de fase_ nermal (Merck
F2s4), Yy fase reversa (RP18); usando como indicadores cromogeénicos al sulfato cérico amonfiacal al 1%
en &cido sulfurico 2N, reactivo de flavonoides (difenilborinato de 2-aminoetilo), 4-hidroxibenzaldehido
y luz ultravioleta proveniente de una lampara portétil tipo Mineralight UV 254/336nm modelo.dVSL -

58. Las fracciones obtenidas se reagruparon por su semejanza observada en la cromatografia de capa
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fina y se.s€leccionaron las fracciones que presentaron una marcada diferencia en contenido quimico

para su evaluacion.

Los compuestes aislados se analizaron por Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (CLAR) en un
cromatografo Waters 2996 con arreglo de fotodiodos (190-600 nm), columna de 25cm de longitud,
4.6mm de didmetro y'€con un tamarfio de fase estacionaria de 5um, fase reversa marca supelco Analytical
y detector ultravioleta-visible. EI proceso de elucién de la muestra se realizd por gradiente de

concentraciones con un flujo'de 0.9 mL/min.

2.5 Equipo de Resonancia Magnética Nuclear.

La elucidacion estructural se realizd por medio del analisis de los espectros de RMN *H, $3C, COSY,
HSQC y HMBC que fueron obtenidas en un espectrometro Bruker Advance 111 HD 600 (600 MHz para
'H y 150 MHz para *3C) con sonda de dgteccion inversa. Las muestras fueron disueltas con cloroformo

0 metanol deuterado, usando como referengcia interna al tetrametilsilano (TMS).
2.6 Determinacion del punto de fusion:

A los compuestos aislados, se les determiné-su punto de fusion en un aparato tipo Termo Scientific serie
IA9000. Una pequefia cantidad de la muestra Se introduje’e€n un tubo capilar de vidrio, el cual se coloco
dentro del aparato para medir el punto de fusién. La temperatura inicial del aparato se fijé en 50 °C y se
realizd el experimento aumentando la temperatura-a*una velogidad de un grado centigrado por minuto.
La temperatura de fusién se asumidé como aquella a la cual el compuesto sélido se convierte

completamente en liquido.

2.7 Andlisis estadistico.

Los datos de porcentajes de relajacion del muasculo liso (ileon de cobayo) se expresaron como la media
de tres mediciones para cada punto, con un nivel de confianza del 95% (p=0.05).Los datos obtenidos
se graficaron en curvas donde en el eje X se colocé el logaritmo de la concentraeidn y en el eje Y la
respuesta espasmolitica en porcentaje. Se utilizé el programa estadistico GraphPad prism 6 para calcular
la concentracion efectiva 50 (CEsp) y el porcentaje de relajacion méxima. Las diferenciasssignificativas
respecto al estandar (papaverina) se calcularon con el programa SPSS version 23 mediante un, analisis
de varianza utilizando la prueba de Dunnet (comparacion de la variacion del control positivo papaverina

contra la variacion de cada uno los tratamientos).
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I1l.  OBTENCION DE LOS EXTRACTOS Y SEPARACION CROMATOGRAFICA.

3.1 ObtenCion del material vegetal.

Se realizo el estudio quimico de Haematoxylum campechianum (conocido como “palo de tinto™). El
material vegetal se'Colectd en el mes de febrero de 2016 en la rancheria Yoloxochitl Tercera Seccion de
Cunduacan Tabasco®y un espécimen del mismo, fue depositado en el herbario de la Universidad Juarez

Auténoma de Tabascoquedando registrada bajo el nimero 35455.

Fig. 5. Arbol de Haematoxylum campeehianum (@), madera con duramen (b) y duramen molido (c).

Se tal6 una seccion del tallo (tronco) del“arbol, se_secd durante 20 dias a temperatura ambiente y
posteriormente se separd el duramen (centro’descolor rojo~del tallo) y se molié con una sierra circular

para carpinteria, el polvo obtenido pes6 19.5 Kg..(Fig. 5).
3.2 Macerado del material vegetal.

Se colocaron muestras de 5 Kg del duramen molido en un botellon de"vidrio con capacidad para 19 Ly
se agrego el disolvente menos polar (hexano) hasta un nivel de 5 cm par encima del material vegetal, se
dejo reposar el macerado durante 24 horas, a continuacion se filtrd el s6lido’y se recuperd el disolvente
a presion reducida en un rotaevaporador. Al material vegetal que quedo en el recipiente de vidrio, se le
realiz6 un segundo macerado con hexano, seguido de filtrado del macerado el cual se llevo a sequedad
a presion reducida (Fig. 6). Posteriormente, se agregd el siguiente disolvente en_orden creciente de
polaridad (acetona), realizando el macerando dos veces, de esta forma se obtuvieron les‘Cuatro extractos
de tallo de Haematoxylum campechianum usando en forma secuencial los disolventes hexano, acetona,
metanol y etanol-agua (60:40). Los extractos obtenidos se colocaron en una liofilizadora hasta obtener

un polvo seco (Escobar-Ramos A., et al, 2017).
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Los pesosde extracto seco obtenido fueron: 31.2 g de extracto hexanico, 183.3 g de extracto acetdnico,
722.5 g de‘extracto metandlico y 772.6 g de extracto acuoso, mismos que se almacenaron en frascos de

vidrio con tapa .y Se guardaron para su uso posterior.

-

Fig. 6. Filtrado del extracto_(a), recuperacion del disolvente (b) y extracto seco (c).

3.3 Separacion cromatografica de los.‘\compuestos quimicos contenidos en el tallo de

Haematoxylum campechianum.

3.3.1 Obtencion de las fracciones del extractometandlico.

300 g de extracto metandlico se disolvieron con,una minima.cantidad de metanol y fue absorbido con
500 g de silica gel fase normal. Se preparé una columna Crematografica (C5TTM) utilizando un tubo
de vidrio con llave de paso y con capacidad suficiente para contener la fase estacionaria y la muestra.
Se coloc6 un tapon de algodén en el fondo del tubo de vidrio y«se agregaron 1000 g de silica gel fase
normal, la cual se activo con diclorometano, finalmente se deposito.el extracto adsorbido en silica gel y
se coloco un tapon de algoddn sobre el extracto para evitar la difusion de los compuestos hacia arriba
de la columna. La separacion cromatogréafica se realizo utilizando un sistema de gradiente de elucion
con diclorometano-metanol, comenzando con 100% de diclorometano, y aumentando la polaridad de la
fase movil con 10% de metanol hasta obtener 9 fracciones.

El andlisis de las fracciones obtenidas por cromatografia en capa fina (CCF) nos pérmitié concluir que
las fracciones 1 a 4 no contienen los metabolitos de interés para nuestro estudio que(€sta enfocado a
compuestos con actividad ansiolitica y que la revision bibliogréafica establece como compuestos de tipo
flavonoides (Estrada-Reyes, R., 2012).

En las fracciones 5 a 9 se observa un contenido quimico que incluye a flavonoides, puesto que contienen

compuestos que son similares a la sefial observada para el flavonoide quercetina (Q), que se utilizé como
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estandar (Fig. 7). Dichas fracciones se sometieron a una prueba bioldgica in vitro, en ileon aislado de
cobayo, le“que permitio determinar que las fracciones 6 a 8 fueron las mas eficaces para relajar la
contraccion #muscular; a una concentracion de 400 pg/ml los porcentajes de inhibicion fueron de
61.02+4.55; 56.29+1.20 y 64.48+4.84% respectivamente (Tabla 3).

, ""
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Fig. 7. Placa CCF (diclorometano-métanoh9:1), columna C5TTM. Revelador: 4-hidroxibenzaldehido.
Estandar: Glucoésido de B-sitosterol (GB) y Quercetina (Q). Referencia (R).

3.3.2 Compuestos aislados del extractormetandlico.

La fraccion 6 (11.59 g) se adsorbio €n<12- g de silica gel fase normal y se separé en columna
cromatografica (C5TTMF6), utilizando 175-g.de silica.gel fase normal, con un sistema de elucion de
diclorometano-metanol, la separacion comenz0.utilizando.400% de diclorometano y la polaridad del
sistema se incrementd agregando 5% de metanol hasta obtener 15 fracciones. La fraccion 7 (2.44 g) se
obtuvo en un sistema de elucion diclorometano-metanol 85:15; se_adsorbid en 2 g de silica gel fase
normal y se purificé en una columna cromatografica (C5TTMF6F7), utilizando 25 g de silica gel fase
normal y como fase movil un sistema gradiente con diclorometano-metanol, la separacion comenzd
utilizando 100% de diclorometano y la polaridad del sistema se incrementor.agregando 5% de metanol
hasta obtener 8 fracciones. Las fracciones 6 (C5TTMF6F7F6, 1.14 g) y 7 (CSTTMF6F7F7, 162.6 mg),

se purificaron en columna silica gel fase reversa.

La fraccion 6 se adsorbid en una mezcla de 0.5g de silica gel fase normal y 0.5g de silicagel fase reversa
y se separd en una columna cromatografica (C5TTMF6F7F6) utilizando 10 g de silica’gel fase reversa
y un sistema de elucion de agua-acetonitrilo, la separacién comenzé utilizando 100%,de)agua y la
polaridad del sistema se disminuyd agregando 5% de acetonitrilo hasta obtener 17 fracciones. La
fraccion 12 fue obtenida en un sistema de agua-acetonitrilo 7:3, identificada come~la 3-

desoxisappanchalcona (compuesto 2, 48.3 mg). EI mismo procedimiento se utilizd para separar
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C5TTMEBF7F7, 162.6 mg, obteniendo 12 fracciones. La fraccion 8 fue identificada como

sappanchalCona (compuesto 1, 50.6 mg), la cual se obtuvo en agua-acetonitrilo 8:2.

La fraccion 87(24.0 g) se adsorbié en 12 g de silica gel fase normal y se separé en columna
cromatografica abierta (C5STTMF8), utilizando 170 g de silica gel fase normal, y un sistema gradiente
de elucion con diclorometano-metanol, la separacion comenzé utilizando 100% de diclorometano y la
polaridad del sistema se'inerementd agregando 5% de metanol hasta obtener 17 fracciones. La fraccion
5 (2.2 g) fue recuperada en un'sistema de elucién diclorometano-metanol 85:15, la cual se adsorbi6 en
una mezcla de 1 g de silica‘gel fase normal y 1 g de silica gel fase reversa y se purific en columna
(C5TTMF8F5) con 18 g de silicagel fase reversa, para obtener las fracciones 4 (C5TTMF8F5F4, 251.3
mg) en agua-acetonitrilo 94:6 y la6(C5TTMF8F5F6, 683 mg) en agua-acetonitrilo 88:12. La F4 se
sometid a una reaccion de acetilaciop.para disminuir la polaridad de los compuestos y lograr su
separacion, a continuacién se repurific6 *en columna cromatografica abierta (C5TTMF8F5F4),
utilizando 10 g de silica gel fase normal=y un sistema de elucion con diclorometano-acetona, la
separacion comenzo utilizando 100%de diclorometano y la polaridad del sistema se incrementd
agregando 2% de acetona hasta obtener 10 fracciones. La fraccion 1, fue identificada como hematoxilol
A (compuesto 3a, 134 mg), recuperado)en diclorometano-acetona 98:2. Por otra parte, la
C5TTMF8F5F6 se purifico en columna cromategrafica'¢cony10g de silica gel fase reversa, para obtener
11 fracciones. La fraccion F5 (50.4 mg) se recuperd.en agua<acetonitrilo 88:12, misma que fue acetilada,
y se purifico en columna cromatogréfica (C5TTMF8F5F6F5),(utilizando 10 g de silica gel fase normal,
y un sistema gradiente de elucion de diclorometano-acetona la séparacion comenzo utilizando 100% de
diclorometano y la polaridad del sistema se incrementd agregando.2% de acetona hasta obtener 13
fracciones. La fraccion 4, fue identificada como el 4-O-metihematoxilel (compuesto 4a, 13 mg),
recuperada en diclorometano-acetona 96:4, y la fraccion 8, fue identificada como hematoxina
(compuesto 5a, 9 mg), recuperada en diclorometano-acetona 92:8.

Los compuestos aislados del extracto metandlico, fueron analizados por Cromatografia Liquida de Alta
Resolucion (CLAR), el cromatograma (Fig. 8) muestras las sefiales de los compuestos que fueron
separados. Las muestras fueron disueltas en metanol grado HPLC para obtener una concentracion del
analito de 3 mg/L, un mililitro de esta disolucion se inyectd a la columna fase reversa, el proceso de
separacion se llevd a cabo por el método de gradiente de concentracion de la fase movil y los picos de
los compuestos fueron graficados usando un detector ultravioleta-visible (Escobar-Ramos AJ et al,
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2017). Losresultados indican que el compuesto mas polar es el 4-O-hidroxihematoxilol 6 con una sefial
que se observa a los 8.797 minutos y el menos polar es la 3-desoxisappanchalcona 2 que eluy6 a los
18.289 minutoss El caracter polar de los compuestos se debe principalmente al numero de grupos

hidroxilos que posee la molécula.
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Fig. 8. Resultados del analisis CLAR de los 6 compuestos aislados de Haematoxilum campechiantpr.
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3.3.3 Obtencion de las fracciones del extracto acuoso.

Los 400 g de extracto acuoso (etanol-agua 60:40) se disolvieron con una minima cantidad de metanol y
se mezclaron¢0co a poco con 260 g de silica gel fase normal hasta obtener un polvo fino y seco. Se
preparé una columna cromatografica (C6TTA) utilizando un tubo de vidrio con llave de paso y con
capacidad suficientespara contener la fase estacionaria y la muestra. Se coloc6 un tapén de algodén en
el fondo del tubo de‘vidrio y se agregaron 600 g de silica gel fase normal, la cual se activd con
diclorometano, finalmente se deposito el extracto adsorbido en silica gel y se coloco un tapon de algodon
sobre el extracto para evitarJda‘difusion de los compuestos hacia arriba de la columna. La separacion
cromatografica se realiz6 utilizando un sistema de gradiente de elucién con diclorometano-metanol,
comenzando con 100% de diclorormetano, y aumentando la polaridad de la fase mévil con 10% de

metanol hasta obtener 10 fracciones.

El andlisis de las fracciones obtenidas por cromatografia en capa fina (CCF) nos permitié concluir que
las fracciones 1 a 3 no contienen los metabalitos de interés para nuestro estudio que esta enfocado a
compuestos con actividad ansiolitica®y gue la revision bibliografica establece como compuestos de tipo
flavonoides (Estrada-Reyes, R., 2012). Enunaplaca de'CCF los flavonoides se observan como manchas
de color amarillo o naranja (Fig. 9).

En las fracciones 4 a 10 se observa un contenido.quimico.caracteristico de flavonoides, por lo que estas
fracciones se sometieron a una prueba bioldgica in vitro, en jleon aislado de cobayo. Los resultados de
la prueba in vitro, mostraron que todas las fracciones del extraeto.acuoso fueron activas para relajar la
contraccion muscular. A una concentracion de 400 pg/ml el porcentaje de inhibicién fue mayor a 75%
(Tabla 4).

Fig. 9. Placa CCF (diclorometano-metanol 9:1), columna C6TTM. Revelador: Flavonoides.
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3.3.4. Compuestos aislados del extracto acuoso.

La fraccion”5)(32.6 g) se adsorbié en 25 g de silica gel fase normal y se separ6 en columna
cromatografica (E6 TTAF5), utilizando 250 g de silica gel fase normal, con un sistema de elucion de
diclorometano-metanol, la separacion comenzé utilizando 100% de diclorometano y la polaridad del
sistema se increment6 agregando 5% de metanol hasta obtener 7 fracciones. La fraccién 4 (2.0 g) se
obtuvo en un sistema‘de_elucion diclorometano-metanol 75:25, se adsorbié en una mezcla de 1 g de
silica gel fase normal y ‘1 g“de silica gel fase reversa; a continuacion se purificd en una columna
cromatografica (C6TTAF5F4)yutilizando 10 g de silica gel fase reversa y como fase mévil un sistema
gradiente con agua-acetonitriloyfa separacion comenzé utilizando 100% de agua y la polaridad del
sistema se disminuyo agregando 2% de acetonitrilo hasta obtener 11 fracciones. El analisis de CCF (Fig.
10) permitié determinar que la fraccion-6'corresponde a sappanchalcona (compuesto 1) y la fraccion 8
es 3-desoxisappanchalcona (Compuesto 2), que también fueron identificadas en el extracto metandlico.
La fraccion 3 (C6TTAF5F4F3, 370 mg) se'adsorbio en una mezcla de 0.5 g de silica gel fase normal y
0.5 g de silica gel fase reversa y se purifico en columna (C6TTAF5F4F3) con 10 g de silica gel fase
reversa, para obtener la fraccion 3 (C6TTAF5F4F3F3, 36.9 mg) en agua-acetonitrilo 96:4 y que fue
identificada como hematoxina (compuesto’5) y la fraccion 6 (C6TTAF5F4F3F6, 8.1 mg) en agua-

acetonitrilo 90:10, que corresponde a hematoxilel A (compuesto 3).

i ’LP
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Fig. 10. Placa CCF (Agua-Acetonitrilo 6:4), columna C6TTAF5F4. Revelador: 4-hidfoxibenzaldehido.

La fraccion 4 (C6 TTAF5F4F4, 531 mg) se adsorbid en una mezcla de 0.5 g de silica gel'fase normal y
0.5 g de silica gel fase reversa y se purificé en columna (C6TTAF5F4F4) con 10 g de siliea,gel fase
reversa, para obtener la fraccion 6 (C6TTAF5FAF4F6, 5 mg) en agua-acetonitrilo 88:12 (Fig. 11), el
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cual es ompuesto nuevo del que no existen reportes en la literatura, y de acuerdo con su estructura
molecul asigno el nombre de 4-hidroxihematoxil (compuesto 6).
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Fig. 11. Placa CCF (Agua-A;onitr' 0 7:3), columna C6TTAF5F4F4. Revelador: 4-hidroxibenzaldehido.
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IV. EVAIZUACION BIOLOGICA in vitro.
4.1 EVALUACION ESPASMOLITICA.

Se realizd la sevaluacion espasmolitica de los extractos hexanico, acetonico, metandlico e
hidroalcohdlico (40:60) del tallo de Haematoxylum campechianum, en ileon aislado de Cobayo. Los

extractos se disolvierongen disolucion Krebs-Henseleit (disolucidn de Tyrode).

El ileon de cobayo recién/extraido se lavé por dentro con la disolucion Tyrode, para eliminar residuos
de alimento, se deposito en unwaso de precipitados que contenia dicha disolucion a 37 °C y se mantuvo

con burbujeo de oxigeno durante.el'tiempo que dur6 la prueba.

Se secciono un segmento de ileon de2 cm de longitud para cada prueba. El tramo seccionado se sujeto
con un hilo quirargico por un extremo ypor el otro se fijé al sensor de corriente, se colocé en la cdmara
de vidrio del equipo fijando un extremo del hilo a un sensor de tensién mecénica del equipo de medicion
espasmolitica. La camara contiene 20 mL- de\la disolucion tyrode con burbujeo de oxigeno para

mantener en condiciones viables al tejido.

Fig. 12. Equipo para pruebas espasmoliticas: Ileon de cobayo en el portamuestra (a), portamuestra del equipo (b) y aparato

que controla los pulsos eléctricos aplicados (c).

4.1.1 Evaluacion espasmolitica de los extractos obtenidos del tallo de Haematoxilum campechianum.

Una vez que se coloco el segmento de ileon en el bafio de érganos y se estabilizo él.sistema, se indujo
la contraccion muscular por estimulacion eléctrica, aplicando una tension de 5 voltioS,\por medio de
electrodos conectados directamente al tejido, utilizando un estimulador Grass S88 eguipado con
poligrafo Grass 7D (Fig. 12), hasta conseguir un minimo de tres respuestas uniformes comaltura
méaxima, la cual se registré como sefial de referencia. Después que la contraccion fue estable, el tejido

se expuso a diferentes concentraciones de los extractos obtenidos de Haematoxilum campechianum,
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para generar las respuestas de relajacion del tejido en presencia del extracto mediante tension eléctrica.
Para cada-concentracion probada los pulsos de corriente se mantienen hasta alcanzar una altura minima
constante enda sefial de respuesta del tejido, los datos obtenidos son almacenados en una computadora.
Posteriormente se-efectian tres lavados al tejido con disolucion Tyrode, se afora la camara a 20 mly se
permite que el tejido’recupere su estado de contraccion inicial, a continuacion se registran los datos de
altura de sefial base aplicando voltaje al tejido, mientras este se encuentra en la disolucion Tyrode y
entonces se agrega el extracto a la siguiente concentracion a probar, finalmente se registran las
respuestas de relajacion del tejido cuando las sefiales alcanzan una altura minima constante. El proceso
de obtencion de datos se repite hasta realizar todas las pruebas programadas. Cuando el tejido no
recupera su estado de contraccion inieial, se procede a cambiarlo por uno nuevo.

Aunque la union de un farmaco a unweeeptor puede medirse directamente, lo que suele interesar es una
respuesta biologica, como un aumentode la presion arterial, la contraccion o relajacion de una tira de
musculo liso en un bafio para 6rganos, la activacion de una enzima o una respuesta conductual; esto
suele representarse graficamente en forma de'Una curva de concentracion-efecto (in vitro) o de curva de
dosis-respuesta (in vivo). Estas curvas fos-permiten calcular la respuesta maxima que puede producir el
farmaco (Emax) y la concentracion o d@sisinecesaria para originar la mitad de la respuesta maxima
(CEso 0 DEso), unos parametros muy Utiles paracomparar la potencia de diferentes farmacos con efectos
cualitativos similares (Rang, H. P., 2012).

Los datos de porcentajes de inhibicion de la contraccion (relajaeion) se expresaron como la media de
tres mediciones para cada punto, con un nivel de confianza del 95%(p=0.05), y se graficaron en curvas
de logaritmo de la concentracién contra respuesta de relajacion ensporciento (Fig. 13). Se utilizo6 el
programa estadistico GraphPad prism 6 para calcular la concentracionefectiva 50 (CEso) y el porcentaje
de relajacion maxima. Las diferencias significativas respecto al estdndar (papaverina) se calcularon con

el programa SPSS version 23 mediante un andlisis de varianza utilizando la\prueba de Dunnet.
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Fig. 13. Relacion concentracion-respuesta de los extractos del tallo de Haematoxylum campechianum para concentraciones
de 50 a 400 pg/ml, comparados con papaverina (+). *Diferencia significativa (p =0.05) respecto a papaverina (SPSS 23).

Tabla 2. Concentracion efectiva 50 y porcentaje de'relajacion'maxima para los extractos del tallo de Haematoxylum

campechianum comparados con papaverina (+).

Extracto Concentracion’Efectiva 50 % Relajacion
(CEso=pg/mL) . (Emax)

Hexanico 426.20+118.51 ND
Acetonico 310.60+19.01 68.40+4.78
Metanélico 107.20+11.48 85.04+2.43
Acuoso 157.90+£10.20 78.34+0.53
Control (+)
Papaverina 36.21+6.55 76/63+5.14

Los resultados muestran que los extractos mas activos para inhibir las contraccionessmusculares son: el
metandlico y el acuoso con porcentajes de relajacion maxima de 85.04 + 2.43 y 78.34 + 0.53,
respectivamente (Tabla 2); resultados que superan al porcentaje de relajacion maxima de.a_referencia
papaverina (76.63 + 5.14). El andlisis de varianza demostré que los datos obtenidos para €l/€xtracto
hexanico tienen diferencia significativa (p=0.05) respecto a la referencia papaverina, por lo que no tiene

efecto significativo en la relajacion muscular.
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Los farmacos que actian como agonistas de algin modo activan el receptor al ocuparlo, 0 antagonistas,
aquellos“guesno producen activacién. Sin embargo, la capacidad de una molécula del farmaco para
activar el reeéptor es en realidad una propiedad graduada y no un fendmeno de «todo o nada». Si se
analiza en un sistema biologico determinado una serie de agonistas quimicamente parecidos que actdan
sobre los mismos ‘¥eceptores, se observa a menudo que la respuesta méaxima (la respuesta méas intensa
que puede provocar ese\farmaco a una concentracion elevada) varia de unos farmacos a otros. Algunos
compuestos (conocidos Comg agonistas puros) producen una respuesta maxima (la mayor respuesta que
puede dar el tejido), mientras\que otros (agonistas parciales) solo desencadenan una respuesta inferior
al maximo. Estas diferencias s€ expresan cuantitativamente como eficacia (e), un parametro definido
originalmente por Stephenson (1956).due indica la «capacidad» de un Gnico complejo agonista-receptor
para desencadenar una respuesta tistlar{Rang, H. P., 2012).

La capacidad de un farmaco para activaruns.receptor y generar una respuesta celular es un reflejo de su
eficacia. Un farmaco con alta eficacia es un"agonista puro, que a una concentracion dada alcanzaré una
respuesta maxima (100%). Un farmaco _con una menor eficacia sobre el mismo receptor, no alcanzara
la respuesta maxima a ninguna dosis. La.capacidadide un farmaco de producir un efecto esta relacionada
con su afinidad por el receptor, y por la activacion”para producir una respuesta bioldgica. El grado
(proporcion del méximo) en el cual un farmaco activa & un.sistema biol6gico se conoce con el nombre
de actividad intrinseca o eficacia. La eficacia de"un fArmaco.es el maximo efecto farmacoldgico que se
puede obtener, por encima del cual a pesar de que.se incrementen las dosis no se obtiene un efecto
mayor. La eficacia no estd relacionada con la potencia y porslo,tanto tampoco con la dosis o la
concentracion. La medida de la eficacia es la Emax, cuanto menor sea€sta menos efectivo es el farmaco
en producir un efecto, en este sentido la dosis no influye en la eficacia. Un farmaco que se une a un
receptor y exhibe cero eficacia es un antagonista. (Goodman, L. S., Gilman,"A., 2011.).

En las pruebas espasmoliticas, el porcentaje de relajacion maxima del ileenvestablece la eficacia del
farmaco probado, entre méas cercano a 100% se encuentre este valor el farmacostendra mayor eficacia
para relajar el musculo liso.

Los extractos metandlico y acuoso muestran los valores mas bajos de concentracion efectiva 50, 107.2
+11.48 y 157.9 + 10.20 respectivamente, resultados que muestran la baja potencia de €stos extractos
respecto a la referencia papaverina (36.21 £+ 6.55). La CEso determina la potencia del farmaco probado,
entre mas bajo sea este valor mayor potencia tiene el farmaco y por tanto se requiere menor/dosis.

Potencia se refiere a la “concentracion” de farmaco para obtener un efecto determinado; la potencia de
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un farmaeo no es sindnimo de la magnitud del efecto, por lo tanto baja potencia indica que se necesita
una dosis=mas elevada que otro farmaco para obtener el mismo efecto (Goodman, L. S., Gilman, A.,
2011.).

Los mejores resultados de potencia y eficacia de los extractos nos permitid seleccionar al metanélico y
acuoso para contintar con el estudio de los compuestos contenidos en los mismos mediante
fraccionamiento de dichos extractos en columnas cromatograficas, utilizando como fase estacionaria

silica gel fase normal y reversa con sistemas de elucion que permitan la separacion de los compuestos.
4.1.2 Evaluacién espasmolitica_de las fracciones F5 a F9 obtenidas del extracto metanolico.

La separacion cromatografica del extracto metandlico gener6 nueve fracciones, de la cuales se evaluaron
las fracciones F5 a F9 en el modelo hitlagico in vitro (Fig. 14). EI comportamiento de los porcentajes
de relajacion muscular indican que existe-un efecto de dependencia de la concentracion para las
fracciones F5, F6, F7 y F8 a 400 ug/ml con una, inhibicion de 48.68 + 6.17; 61.02 + 4.55; 56.29 + 1.20
y 64.48 + 4.84 % respectivamente (Tablas3); F9 mostr6 un efecto menor (24.38 + 3.43 %), con diferencia
significativa respecto al estandar papaverina que tiene un porcentaje de relajacion maximo de 76.63 +
5.14. El anélisis de varianza (p=0.05) indica/que losdates obtenidos para las fracciones F5 y F9, tienen
diferencia significativa respecto a la referencia_papaveripa; por lo que el efecto que producen para la
relajacion del masculo liso es muy bajo, siendo(los mejoresresultados de relajacion para las fracciones
F6 a F8, con eficacia similar al estandar papaverina.

Es importante notar que el extracto metanolico tiene mayor porcentaje de inhibicion que sus fracciones,
efecto que puede atribuirse a la separacion de compuestos activos que al encontrarse aislados muestran
una disminucién del porcentaje de inhibicién. Lo que indica un efecto sinérgico entre los compuestos

que constituyen el extracto metandlico.
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Fig. 14. Relacion concentracion-respuesta del extracto'metandlico y fracciones del tallo de Haematoxylum campechianum
para concentraciones de 50 a 400 ug/mL comparados-con,papaverina (+). * Diferencia significativa (p =0.05) respecto a
papaverina (SPSS 23).

Los resultados més bajos de porcentaje de coneentracion efectiva 50, se obtuvieron para las fracciones
F6 a F8, 276.4 + 47.8, 335.2 £ 38.8 y 324.3-%,20.3 respectivamente, siendo menos potentes que
papaverina (36.21 + 6.55).

El andlisis de resultados de la prueba espasmoliticahos permitié seleccionar las fracciones F6 a F8 del
extracto metanolico de Haematoxylum campechianum para “continuar con el fraccionamiento

cromatografico para aislar los compuestos de interés.
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Tabla 3. Contentracion efectiva 50 y porcentaje de relajacién maxima para el extracto y fracciones metandlicas del tallo de

Haematoxylum campechianum comparados con papaverina (+).

Extracto, Fracciony  Concentracion Efectiva 50 % Relajacion
Compuesto (CEso=pg/mL) (Emax)

Extraeto Metanolico 107.20+11.48 85.04+2.43
Fracciones

EMTF5 464.01+78.20 48.68+6.17
EMTF6 276.40+47.80 61.02+4.55
EMTF7 335.20+38.80 56.29+1.20
EMTF8 324.30+20.30 64.48+4.84
EMTF9 '. ND 24.38+3.43
Control (+)

Papaverina 36.21+6.55 76.63+5.14

4.1.3 Evaluacion espasmolitica de las fraccienes F4 a F10 obtenidas del extracto acuoso.

La separacion cromatogréfica del extracto acuoso permitio obtener 10 fracciones, la evaluacion en el
modelo bioldgico se realiz6 para las fracCiones F4 aF10 (Fig. 15). EI comportamiento de los porcentajes
de inhibicion indica que existe un efecte.de)dependencia de la concentracion. Todas las fracciones
mostraron un porcentaje de relajacion maxima.mayor a 75%; similar al de papaverina (76.63+5.14%),
lo que indica buena eficacia para las fracciones‘probadas.

Los resultados mas bajos de porcentaje de concentracion efectivai50, se obtuvieron para las fracciones
F5aF8,73.71+9.11, 78.79 + 12.8, 72.84 £ 43.31 y 49.96 + 11.4 respectivamente (Tabla 4), resultados
comparables con la referencia papaverina (36.21 + 6.55), lo que“sugiere buena potencia para estas
fracciones.

Todas las fracciones probadas del extracto acuoso muestran mayor porcentaje de relajaciéon muscular,
lo que sugiere su eficacia contra la diarrea, para lo cual se utiliza de manera tradicional el tallo de este

arbol.
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Fig. 15. Relacion concentracion-respuesta del extractoiactoso y fracciones del tallo de Haematoxylum campechianum para

dosis de 12.5 2400 pg/ml. cemparados con papaverina (+).

Tabla 4. Concentracion efectiva 50 y porcentaje de/relajacion maxima-para el extracto acuoso y fracciones del tallo de

Haematoxylum campechianumicomparados‘con papaverina (+).

Extracto, Fraccion

Concentraciéon Efectiva 50

% Relajacioén

y Compuesto (CEso=pg/mL) (Emax)
Extracto Acuoso 157.90+10.20 78.34+0.53
Fracciones
EEATF4 84.77+11.18 89.91+2.08
EEATF5 73.71+9.11 87.15+1.49
EEATF6 78.79+12.80 75.94%2:72
EEATF7 72.84+43.31 77.30£2.38
EEATF8 49.96+11.40 76.14+3.41
EEATF9 118.80+9.50 89.17+3.51
EEATF10 86.77+24.05 90.52+11.12
Control (+)

Papaverina 36.21+6.55 76.63+5.14
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El anlisis"de resultados de la prueba espasmolitica nos permiti6 seleccionar las fracciones F5 a F8 del
extracto “acuoso de Haematoxylum campechianum para continuar con el fraccionamiento

cromatografico_para aislar los compuestos de interes.
4.1.4 Evaluacién eSpasmolitica de los compuestos 1-2 y 3a-5a.

La separacion cromatografica de las fracciones activas para relajacion muscular (EMTF6 a EMTF8)
permitié aislar cinco compuestos que al ser probados en el modelo de ileon aislado de cobayo (Fig. 16),
se determind que los compuestos 1 y 2 mostraron un efecto de inhibicion maxima de 50.94 + 9.58 y
51.25 + 1.60 % respectivamente (Fabla 5), similar al de papaverina 76.63 + 5.14% que se emple6 como
compuesto de referencia (Tabla 4)._EStos resultados indican que la sappanchalcona (compuesto 1) y la
3-desoxisappanchalcona (compuestos2),.tienen una eficacia media para relajar el musculo liso. Los
compuestos 3a-5a (acetilados) no mostraron actividad espasmolitica, lo que se confirma con los
resultados del analisis de varianza que muestran diferencia significativa (p=0.05) para los datos de los

compuestos 3a-5a respecto a la referencia papaverina.
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Fig. 16. Relacion concentracion-respuesta del efecto de relajacién de los compuestos aislados del extracto metanélico para
dosis de 25 a 200 pg/ml, comparados con papaverina. * Diferencia significativa (p =0.05) respecto a papaverina (+)
(SPSS 23).
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Los resultados para la concentracién efectiva 50, indican que los compuestos aislados tienen baja
potencia“para actuar como relajante muscular con valores por arriba de 200ug/mL, que no son

comparables-con la referencia papaverina (36.21 + 6.55).

Tabla 5. Concentracion efectiva 50 y porcentaje de relajacion maxima para los compuestos aislados del tallo de

Haematoxylum campechianum comparados con papaverina (+).

Compuesto Concentracion Efectiva50 % Relajacion
AN (CEsp=pg/mL) (Emax)

Sappanchalcona 1 257.10+£131.40 50.94+9.58
3-Desoxisappanchalcona2 ND 51.25+1.60
Tetra acetato de hematoxilol’A 3a 513.60£193.40 ND
Tetra acetato de 4-O-metilhematoxilol 4a ND ND
Diacetato de hematoxina 5a 207.60+26.40 ND
Control (+)

Papaverina 36.21+6.55 76.63+5.14
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V. PRUEBA DE ANSIEDAD EN LEC Y CA.
5.1 Prueba de/laberinto Elevado en forma de Cruz (LEC).

5.1.1 Resultados-de_las pruebas LEC para el extracto metandlico.

En la prueba LEC, s€ 0bservo que para todos los tratamientos evaluados del extracto metandlico de
Haematoxilum campechianum (EMT) se incrementan los parametros de tiempo que el ratdn permanece
en los brazos abiertos (TBA)Y'y el nimero de entradas a los brazos abiertos (EBA). La dosis de 200
mg/Kg del extracto metandlico”y.acuoso de la planta (Fig. 17 y 19), asi como la dosis de 10 mg/Kg del
compuesto sappanchalcona (Fig@21), incrementaron el parametro TBA en segundos, con 76.32+6.35,
66.68+20.64 y 60.07+£14.28, respectivamente (Tablas 6, 7 y 8). Estos datos indican que la planta tiene

una composicion quimica con efecto ansiolitico y que la chalcona aislada posee dicha actividad.

Tabla 6. Porcentaje de tiempo en los brazos abiertosg(TBA), porcentaje de entradas a los brazos abiertos (EBA) y nimero
de veces que el ratén se asoma y alza en dos patas en LEC. Prueba realizada administrando via oral el extracto
metandlico del tallo (EMT) de Haematoxylum'campechianum para dosis de 25 a 200 mg/Kg comparados con el
control (-) vehiculo. El control.(+) fue diazepam a 1 mg/Kg.

Tratamiento %TBA __%EBA' < Asomadas Alzadas
Control (-) 22.04+13.13 28.56+10.41 24.60+13.17 28.80+12.38
Diazepam 1 74.06+£23.42 70.134£26.41 21.40+6.73 9.20+7.37
EMT 25 67.59+13.10 60.24+17.04 8:20+8.49 15.60+9.37
EMT 50 61.54+7.25 56.53+8:71 19.40+18.99 10.40+9.41
EMT 100 66.97+15.21 57.35+19.37 14.40+8.95 6.20+5.92
EMT 150 61.30+23.65 56.22+16.41 4.01+4.65 7.60+£14.02
EMT 200 76.32+6.35 66.35+15.99 3.60+1.88 5.01+3.17

El anélisis de varianza realizado a los tratamientos probados para el extracto metandlico (Fig. 17) dieron
diferencia significativa (p=0.05) respecto al control negativo (vehiculo), lo qué indica que todos los
tratamientos incrementan los pardmetros de TBA y EBA, mismos que estan relacionados con una
disminucion del estado de ansiedad de los ratones. Los mejores resultados se obtuvieron-para las dosis
de 25, 100 y 200 mg/kg, con porcentajes de TBA de 67.59+13.10, 66.97+15.21°y(76.32+6.35
respectivamente (Tabla 6), similares a los resultados obtenidos para el control positivo_diazepam,
74.06+23.42. Resultados que colocan al Haematoxilum campechianum como una opcion importante

para el tratamiento de ansiedad.
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Fig. 17. Porcentaje de tiempo en los brazos abiertos (TBA) y porcentaje de entradas a los brazos abiertos (EBA) en LEC.
Prueba realizada administrando via oral el extracto metanolico del tallo (EMT) de Haematoxylum campechianum para
dosis de 25 a 200 mg/Kg comparados con elcontrol (-) vehiculo. El control (+) fue diazepam a 1 mg/Kg.

* Diferencia significativa (p° =0.05) respecto al control (-) vehiculo.

El numero de veces que el ratdn se asoma.para mirar hacia abajo y el namero de veces que se levanta
sobre sus dos patas en el LEC, indican la motilidad y el'grado-de ansiedad del individuo. Los resultados
obtenidos para estos parametros muestran quée_hay una diSminucion de la motilidad, por lo que se
considera que el extracto metanolico (Fig. 18) y acuoso (Fig. 20),)asi como la sappanchalcona (Fig. 22)

aislada de Haematoxilum campechianum tienen efecto sedante.

Los tratamientos probados para el extracto metanodlico disminuyeron el-nimero de veces que el raton se
asoma y se levanta en dos patas en LEC (Fig. 18), asi lo indica el analisis de*varianza aplicado a estos
parametros que resultaron con diferencias significativas (p=0.05) respeeto al control negativo,
obteniendo los resultados més bajos para el niUmero de veces que el raton se levanta en dos patas para
las dosis 100, 150 y 200 mg/Kg con 6.20£5.92, 7.60+14.02, 5.0+3.17 respectivamente, (Tabla 6), que
representa una disminucion significativa de la motilidad del raton comparada con &l _control negativo
con 28.80+12.38. Estos resultados demuestran que el Haematoxilum campechianum-ejerce efecto

sedante, comparable al diazepam (9.20+7.37).
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Fig. 18. Numero de veces que el raton se asoma’y alza en dos patas en LEC. Prueba realizada administrando via oral el
extracto metandlico del tallo de Haematoxylum<€ampechianum para dosis de 25 a 200 mg/Kg comparados con el control
(-) vehiculo. El control (+) fue diazepam a 1 mg/Kg.'% Diferencia significativa (p =0.05) respecto al control (-) vehiculo.

5.1.2. Resultados de las pruebas LEC para el extracto hidroalcoholico.

Las pruebas realizadas al extracto hidrealeoholico{EEAT) en LEC, mostraron un efecto menor que el
observado para el extracto metanolico sobrela.disminucién de la ansiedad. Los tratamientos con mayor
actividad ansiolitica fueron para las dosis €de~100 y“ 200 mg/Kg con porcentajes para TBA de
52.40£22.77 y 66.68+20.64 respectivamente (Tabla 7), similares al efecto ocasionado por el diazepam
74.06+23.42. El andlisis de varianza dio como resultado difereneias significativas para las dosis de 100
y 200 mg/Kg, respecto al control negativo (vehiculo), encontrandeSe como mejor resultado la dosis de

200 mg/Kg del extracto acuoso (Fig. 19).

Tabla 7. Porcentaje de tiempo en los brazos abiertos (TBA) y porcentaje de entradas a los bfazos abiertos (EBA) y nimero

de veces que el raton se asoma y alza en dos patas en LEC. Prueba realizada administrando‘via oral el extracto acuoso del

tallo (EEATT) de Haematoxylum campechianum para dosis de 50 a 200 mg/Kg comparados con el control (-) vehiculo. El
control (+) fue diazepam a 1 mg/Kg.

Tratamiento %TBA %EBA Asomadas Alza@
Control (-) | 22.04+£13.13 28.56+£10.41 24.60+£13.17 28.80+12.38
Diazepam 1 | 74.06£23.42 70.13+26.41 21.40+6.73 9.20+7.37
EEATT 50 | 24.28+10.43 18.34+15.41 10.60+4.45 12.40+9.49
EEATT 100 | 52.40+22.77 48.51+20.59 13.20+5.37 9.60+13.52
EEATT 200 | 66.68+20.64 65.29+14.04 5.80+2.39 4.60+5.67
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Fig. 19. Porcentaje de tiempo en los brazos abiertos (TBA) y porcentaje de entradas a los brazos abiertos (EBA) en LEC.
Prueba realizada administrando via oral el extracto acuoso del tallo de Haematoxylum campechianum para dosis de 50 a
200 mg/Kg comparados con el controh(+), vehiculo. El control (+) fue diazepam a 1 mg/Kg.

* Diferencia significativa (p==0.05) respecto al control (-) vehiculo.

Todas las dosis probadas en LEC, muestran\gque el extracto acuoso generd una disminucion significativa
de la motilidad de los individuos (Fig. 20), resultado que,se comprueba con el andlisis de varianza
realizado a los datos de nimero de veces queé el raton sesasoma y levanta en dos patas, donde se
determind que todos los tratamientos tienen diferencias significativas (p=0.05) respecto al control
negativo, observandose una disminucién mayor de estos parametras para la dosis de 200 mg/Kg con
5.80+2.39 para el nimero de veces que el raton se asoma en los brazes abiertos y 4.60+5.67 para el
namero de veces que se levanta sobre sus patas, valores menores incluso gue los resultados obtenidos
para el diazepam que para estos mismos parametros dio 21.40+6.73y 9.20+7.37 respectivamente (Tabla

7), lo que indica que el extracto acuoso a 200 mg/Kg tiene mayor efecto sedante que diazepam.
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Fig. 20. Numero de veces que el raton se asormagy alza en dos patas en LEC. Prueba realizada administrando via oral el
extracto acuoso del tallo de Haematoxylum campechianum para dosis de 50 a 200 mg/Kg comparados con el control (-)
vehiculo. El control (+) fue diazepam a 1 mg/Kg.* Diferencia significativa (p =0.05) respecto al control (-) vehiculo.

5.1.3 Resultados de las pruebas LEC para‘sappanchalcona 1.

Sappanchalcona 1 es un compuesto aislado del extractd metandlico de Haematoxilum campechianum,
es una chalcona que mostro actividad para el(control de_la~ansiedad de acuerdo con los resultados
obtenidos en LEC (Fig. 21). El anélisis de varianza.para los porcentajes de TBA y EBA, indica que las
dosis de 1, 2 y 10 mg/Kg tienen diferencia significativa (p=0.05) respecto al control negativo con valores
para porcentaje de TBA de 47.42+7.50, 49.45+14.62 y 60.07+14.28 respectivamente (Tabla 8),
revelando un incremento significativo para este parametro que estd relacionado con un efecto de
disminucion de la ansiedad de los sujetos de prueba. Asimismo, la dosis de-10 mg/Kg de sappanchalcona

alcanzé un efecto similar que diazepam (74.06+23.42).
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Tabla 8. Porcentaje de tiempo en los brazos abiertos (TBA) y porcentaje de entradas a los brazos abiertos (EBA) y numero
de veces queel ratén se asoma y alza en dos patas en LEC. Prueba realizada administrando via oral sappanchalcona 1
aislada del.tallo (SPC) de Haematoxylum campechianum para dosis de 50 a 200 mg/Kg comparados con el control (-)

vehiculo. El control (+) fue diazepam a 1 mg/Kg.

Tratam_iento %TBA %EBA Asomadas Alzadas
Control(-) 22.04+13.13 28.56+10.41 24.60+13.17 28.80+12.38
Diazepam\l ; 74.06+23.42 70.13+26.41 21.40+6.73 9.20+7.37
SPC 1 | A7 424750  45.44+11.42 6.80+2.83 8.01+8.50
SPC 2 49 45+14.62 46.78+13.24 15.01+7.80 16.80+9.36
SPC 3 45 75+14.87 45.36+10.58 9.01+4.97 12.60+5.87
SPC 4 34.26+18.47 33.84+14.29 7.80+4.34 20.60+13.40
SPC 10 60.07£14.28 54.76+14.48 9.01+5.27 15.40+15.16
B % TBA
100 - I % EBA
] * %
-
o

SPC1 SPC2 SPC3
Tratamiento (mg/Kg)

SPC4__ SRC 10

CTRL(-) DZzP1

Fig. 21. Porcentaje de tiempo en los brazos abiertos (TBA) y porcentaje de entradas a los(brazos abiertos (EBA) en LEC.
Prueba realizada administrando via oral sappanchalcona 1 aislada del tallo de Haematoxylum campechianum para dosis de
1 a 10 mg/Kg comparados con el control (-) vehiculo. El control (+) fue diazepams 1'mg/Kg.

* Diferencia significativa (p =0.05) respecto al control (-) vehiculo.

Las dosis de 1, 3 y 10 mg/Kg de sappanchalcona 1, disminuyen significativamente la motitidad de los
ratones probados en LEC, con valores para el nimero de veces que el raton se asoma para Mmirar hacia
abajo de 6.80+£2.83, 9.01+4.97 y 9.01+5.27 respectivamente (Tabla 8), mientras que para &l _control

negativo es de 24.60+13.17. El analisis de varianza aplicado a los datos de numero de veces que el raton
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se asoma~y se levanta en dos patas indica que las dosis de 1, 3, 4 y 10 mg/Kg tienen diferencia
significativa (p=0.05) respecto al control negativo, con valores para el niUmero de veces que el raton se

asoma, meneresa los registrados para diazepam (Fig. 22).

Il Asomadas
404 I Alzadas

Promedio

CTRL(-) DzP1é#SPC1 SPC2/ SPC3 SPC4 SPC10
Tratamiento {mg/Kg)

Fig. 22. Namero de veces que el raton se asoma y alza en-dos patas en LEC. Prueba realizada administrando via oral la
sappanchalcona 1 aislada del tallo de Haematoxylum campechianum para dosis de 1 a 10 mg/Kg comparado con el control
(-) vehiculo. El control (+) fue diazepam a 1 mg/Kg. * Diferencia significativa (p =0.05) respecto al control (-) vehiculo.

5.2 Prueba de Campo Abierto (CA).

En campo abierto se observo que el extracto metandlico (Fig. 23) ejerce gfecto sedante, al disminuir la
actividad motora espontanea de los animales. En el extracto acuoso (Fig. 24)el efecto sedante se observa
a 100 y 200 mg/Kg, dicha actividad también se observa con 1, 4 y 10 mg/Kg dehcompuesto aislado
sappanchalcona 1 (Fig. 25).

5.2.1 Resultados de las pruebas de CA para el extracto metanolico.

El andlisis de varianza indica que todos los tratamientos probados para el extracto.metanolico
disminuyeron significativamente (p=0.05) el numero de cruces totales en CA respecto-al~control
negativo, mientras que para el nimero de veces que el raton se alza en dos patas, esta diferencia se

observa para las dosis de 50 a 200 mg/Kg. Para las dosis de 150 y 200 mg/Kg se obtienen los resultados
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mas bajos*para los tres pardmetros medidos (Fig.23), con valores para el nimero de cruces totales de
37.40+50:12 0y 41.00+31.73 respectivamente (Tabla 9), comparados con el control negativo de
143.8+£35.70¢ yspara el diazepam de 111.60+51.80, lo que demuestra que existe una evidente
disminucion defla=-motilidad de los sujetos de prueba, condicion que esta relacionada con un efecto

sedante del extracto 'metanolico de Haematoxylum campechianum.

Tabla 9. Numero de cruces totales, cruces por el centro y nimero de veces que el ratdn se alza en dos patas en CA. Prueba
realizada administrando via oral el.extracto metandlico del tallo (EMT) de Haematoxylum campechianum para dosis de 25
a 200 mg/Kg comparados con el control (-) vehiculo. El control (+) fue diazepam a 1 mg/Kg.

Tratamiento Cruges:l Jotales  Cruces por el centro Alzadas
Control (-) | 143:80£35.70 10.80+4.92 52.40+18.36
Diazepam 1 | 111.60+51.80 3.60+1.88 18.80+10.81
EMT 25 82.00+46.34 7.20£6.30 27.60£27.71
EMT 50 77.40+£38.54 7.20+7.21 24.00£16.84
EMT 100 77.60+24.97 5.00£4.73 14.80£12.63
EMT 150 37.404£50.12 2.40+3.89 11.40+22.66
EMT 200 41.00£31:73 2.40£2.08 6.20£4.25
Il Cruces Totales
I Cruces por el centro
180 Il Alzadas

160 -
140 -
120 -

100

Promedio

80 -
60 -
40

20

CTRL(-) DzZP1 EMT25 EMT50 EMT 100 EMT 150 EMT 200
Tratamiento (mg/Kg)

Fig. 23. Numero de cruces totales, cruces por el centro y se alza en dos patas en CA. Prueba realizada administrando via

oral el extracto metandlico del tallo de Haematoxylum campechianum para dosis de 25 a 200 mg/Kg comparado con el

control (-) vehiculo. El control (+) fue diazepam a 1 mg/Kg. * Diferencia significativa (p =0.05) respecto al control (-)
vehiculo.
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5.2.2 Resultados de las pruebas de CA para el extracto acuoso.

El extracto’acuoso disminuye significativamente (p=0.05) la motilidad de los individuos de prueba (Fig.
24) para las dosis de 100 y 200 mg/Kg con resultados para el numero de cruces totales de 83.60+24.90
y 47.60+28.09 respectivamente (Tabla 10), mientras que para el control negativo es de 143.8+35.70,
evidenciando un efeCto sedante para el extracto acuoso.

Tabla 10. Namero de crucestotales, cruces por el centro y niimero de veces que el ratén se alza en dos patas en CA. Prueba

realizada administrando via oral el'extracto acuoso del tallo (EEATT) de Haematoxylum campechianum para dosis de 50 a
200 mg/Kg comparados con el control (-) vehiculo. El control (+) fue diazepam a 1 mg/Kg.

Tratamiento  Cruces‘Totales  Cruces por el centro Alzadas
Control (-) | 143.80£35:70 10.80+4.92 52.40+18.36
Diazepam 1 | 111.60+51:80 3.60+1.88 18.80+10.81
EEATT 50 | 89.80+£33.01 7.20£7.83 14.60+8.86
EEATT 100 | 83.60+24.90 11.60+5.87 21.20+18.84
EEATT 200 | 47.60£28.09 2.60£1.88 8.00£10.02

180 - Il Cruces Totales

1 [ Cruces por el centro
160 - I Alzadas

140
120

100

Promedio

80 -
60 -
40 4

20

CTRL (-) DZP 1 EEATT50 EEATT 100 EEATT 200
Tratamiento (mg/Kg)

Fig. 24. NUmero de cruces totales, cruces por el centro y se alza en dos patas en CA. Prueba realizada administrando via
oral el extracto acuoso del tallo de Haematoxylum campechianum para dosis de 50 a 200 mg/Kg comparados cop’el'control
(-) vehiculo. El control (+) fue diazepam a 1 mg/Kg. * Diferencia significativa (p =0.05) respecto al control (-) vehiculo.
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5.2.3 Resultados de las pruebas de CA para sappanchalcona.

Sappanchalcona aislada del extracto metandélico de Haematoxilum campechianum mostrd disminucion
significativa (p=0.05) de la motilidad de los ratones (Fig. 25) para las dosis de 1, 4 y 10 mg/Kg con
resultados para (@l )numero de cruces totales de 64.40+36.76, 84.80+16.73 y 67.40+33.33
respectivamente (Tabla-11), comparados con el control negativo de 143.80+35.70, incluso los valores
son menores a los obtenidos para el diazepam (111.60+51.80). Sin embargo el efecto sedante que ejerce
sappanchalcona es menor al0bservado para el extracto metanolico y acuoso.

Tabla 11. Namero de cruces totales, grucesspor el centro y nimero de veces que el raton se alza en dos patas en CA. Prueba

realizada administrando via oral la sappanchalcona 1 (SPC) aislada del tallo de Haematoxylum campechianum para dosis
de 50 a 200 mg/Kg comparados-Con el control (-) vehiculo. El control (+) fue diazepam a 1 mg/Kg.

Tratamiento  Cruces '[o@les Cruces por el centro Alzadas
Control (-) | 143.80+35.70 10.80+4.92 52.40£18.36
Diazepam 1 | 111.60+51.807) 3.60+1.88 18.80+10.81
SPC1 64.40£36.76 4.8016.11 19.00+20.52
SPC 2 115.80+36.41 9.00£8.00 33.40+26.28
SPC3 129.20£33.12 14:00+4.39 48.80+18.90
SPC 4 84.80+16+73 5.80£3.45 27.00+9.94
SPC 10 67.40£33.33 5.00£3¢62 33.20£27.71
Il -Cruces Totales
I Cruces por el centro
180 - I Alzadas

160
140
120

100

Promedio

80
60 |
40
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CTRL(-) DZP1 SPC1 SPC2 SPC3 SPC4 SPC10
Tratamiento (mg/Kg)

Fig. 25. Namero de cruces totales, cruces por el centro y se alza en dos patas en CA. Prueba realizada administrando via
oral la sappanchalcona 1 (SPC) aislada del tallo de Haematoxylum campechianum para dosis de 1 a 10 mg/Kg comparados
con el control (-) vehiculo. El control (+) fue diazepam a 1 mg/Kg. * Diferencia significativa (p =0.05) respecto al’control

(-) vehiculo.
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VI. ELUGIDACION ESTRUCTURAL DE LOS COMPUESTOS AISLADOS DE Haematoxilum

campechianum.

6.1 Identificacion de los compuestos aislados.

Sappanchalcona 1'(Fig.26), se aisl6 como un polvo amarillo, el andlisis de los desplazamientos quimicos
(ppm) de RMN nos permitié establecer su estructura molecular, resultando su férmula molecular
C16H140s, y tiene punto de~fusion de 166.5 °C. Las sefiales de *H y *C (Tablas 12 y 13), muestran
resonancia de *H, metoxilo (87)3.90), olefina (8n 7.37 y 7.49), anillos aromaticos: sistema A’B’X’ (&
6.46, 6.52 y 7.57) y sistema ABX (6t 6.79, 6.99 y 7.11). El espectro DEPT muestra sefiales de metoxilo
(¢ 55.8), carbonos olefinicos (8¢ 124.8 y 144.3), carbonilo a, B-insaturado (8¢ 192.5), carbonos
aromaticos (8¢ 99.8, 108.7 y 133.4), dos'carbonos cuaternarios oxigenados (6. 162.5 y 164.4) y carbono
cuaternario (8¢ 121.8), anillo aromatico”ABX (6. 114.9, 116.3 y 123.0), dos carbonos cuaternarios
oxigenados (dc 146.8 y 149.6) y un carbong’cuaternario (8¢ 128.7).

Fig. 26. Sappanchalcona 1 (R= OH); 3-desoxisappanchaleena 2 (R=H).

El espectro HMBC (Fig. 27) permitio establecer la estructura molecular‘alyobservar las correlaciones
entre los hidrégenos del metoxilo 7 con C2’, lo que permitié establecer la) posicion del metoxilo,
asimismo, el hidrogeno del sistema A’B’X’ ubicado en C6’ correlaciona con el grupo carbonilo a, -
insaturado 1, indicando que este ultimo estd conectado al anillo aromatico A’B>X?, ya que no tiene
correlacion con los carbonos olefinicos. Por otra parte, el hidrogeno ubicado en el carbono olefinico 38,
correlaciona con C2 del sistema ABX y con el grupo carbonilo a, B-insaturado 1, quedando.establecida

la posicién del grupo olefinico.
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Fig. 27. Correlaciones HMBC (*3C, 'H), en la sappanchalcona 1.

La 3-desoxisappanchalcona 2 (Fig. 26), se aislo6 como un polvo naranja, el analisis de los
desplazamientos quimicos (ppm) de RMN nos permiti6 establecer su estructura molecular, resultando
su formula molecular C16H1404, y tiene punte\de fusion de 242 °C. Las sefiales de *H y *C (Tablas 12
y 13), muestran resonancia de *H, metoxilo-(5 3.88), olefina (8n 7.40 y 7.55), anillos aromaticos:
sistema A’B’X’ (8n 6.45, 6.51 y 7.57)'y sistema.AzB, (61 6.81 y 7.49). El espectro DEPT muestra
sefiales de metoxilo (¢ 56.3), carbonos elefinicos (8: 125.2 y 144.2), carbonilo a, B-insaturado (dc
193.2), carbonos arométicos (dc 100.3, 109.1.y.134.1), des carbonos cuaternarios oxigenados (3. 162.6
y 164.6), y carbono cuaternario (5c 121.8), y sistema ‘A2B2 (6c 117.0, 131.5), carbono cuaternario
oxigenado (8¢ 161.3), y carbono cuaternario (6c 128.2).

El espectro HMBC (Fig. 28) muestra correlaciones entre los hidfogenos del metoxilo 7 con C2’, lo que
permitid establecer la posicion del metoxilo, asimismo, el hidrogeho.del sistema A’B’X’ ubicado en
C6’ correlaciona con el grupo carbonilo a, B-insaturado 1, indicando que este Ultimo est& conectado al
anillo aromatico A’B’X’, ya que no tiene correlacion con los carbonos®lefinicos. Por otra parte, el
hidrégeno ubicado en el carbono olefinico 3B, correlaciona con C2 del sistema A2B y con el grupo
carbonilo a, B-insaturado 1, quedando establecida la posicion del grupo olefinico entre el grupo

carbonilo y el anillo aroméatico A2Bo.

64



Fig. 28. Cofrelaciones HMBC (*3C, H), en la 3-desoxisappanchalcona 2.

El tetra acetato de hematoxilol-A 3a (Fig 29), se aisl6 como un polvo blanco, el analisis de los
desplazamientos quimicos (ppm) de RMN nos permitio establecer su estructura molecular, resultando
su formula molecular Ca3H20010, Y ti€ne punto de fusion de 239 °C. Las sefiales de *H y**C (Tablas 12
y 13), muestran resonancia de *H, metileno (5 3.60), oxometileno (31 4.50), anillos aromaticos: sistema
AB (61 7.17, 7.28) y sistema de hidrogen0s en posicion para, dos singuletes (6w 7.18, 7.20), metilos de
acetato (61 2.30, 2.35). El espectro DEPT muestra sefiales metileno (6c 49.0), oxometileno (&c 76.9),
carbonilo de cetona (8¢ 203.6), anillos aromaticos: sistemas AB (o 120.6, 126.8), tres carbonos
cuaternarios oxigenados (8¢ 132.7, 136°55.,149.2); un carbono cuaternario (6 131.0) y sistema de
carbonos en posicion para (8¢ 125.0, 125.2), dos carbonos:cuaternarios oxigenados (dc 142.1, 144.3), y
dos carbonos cuaternarios (8¢ 136.3, 142.0); cuatro_carbonilos de acetato (6 167.9, 168.5, 168.6, 168.7),
cuatro metilos de acetato (6¢ 20.8, 21.1, 21.1, 21:2):

Fig. 29. Hematoxilol A 3, R=0OH; Tetra acetato de hematoxilol A 3a, R=OAc.
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Las correlaciones observadas en el espectro HMBC (Fig. 30) entre los hidrégenos ubicados en C2 con
C12b, y de’los hidrogenos en C1 con C4a, permitié determinar las posiciones de los carbonos en el
sistema AB,astmismo los hidrogenos del oxometileno 6 correlacionan con C4a del sistema AB, por lo
que C6 se ubicdjunto a dicho anillo aromético, mientras que el hidrégeno ubicado en C9, correlaciona
con el metileno C8.y gcon C12a en el sistema ABX, quedando establecida la posicion de C8, vecino a
ABX.

Fig. 30. CorrelacionesMBC (*3C, H),.en el tetra acetato de hematoxilol A 3a.

Tetra acetato de 4-O-Metilhematoxilol 4a(Fig. 31),s¢e aislé como un polvo amarillo, el anélisis de los
desplazamientos quimicos (ppm) de RMN nos-permitig’establecer su estructura molecular, resultando
su formula molecular CasH26011, Y tiene puntodefusion-dé 98.2 °C. Las sefiales de *H y 13C (Tablas
12 y 13), muestran resonancia de *H, un metilen@ (5k 2.84 y*61-3.02), metoxilo (5w 3.34), oxometino
(6n 3.7), oxometileno (o 3.94 y 6n 4.19), anillos aromaticos: siStema AB en (6 6.72 y 61 7.02) y
A’B’X’ en (6H 7.14, 61 7.21 y 61 7.18), metilos de acetato (on 2.3). ELespectro DEPT indica un metileno
(8¢ 38.2), metoxilo (8¢ 56.2), metileno oxigenado (&c 69.4), carbono-guaternario oxigenado (6. 69.9),
oxometino (d¢ 76.2), anillos aromaticos: sistema AB (5c 113.9 y 128.5),tres carbonos cuaternarios
oxigenados (dc 130.9, 143.6 y 146.6), y carbono cuaternario (dc 118.3) yisistema A’B’X’ (8¢ 122.9,
125.7 y 129.0), dos carbonos cuaternarios oxigenados (8¢ 140.8, 141.6), un carbono cuaternario (Jc
134.3), cuatro carbonilos de acetato (6c 167.8, 168.25, 168.4, 168.4), cuatro metilas'de acetato (6¢ 20.3,
20.3, 20.6, 20.6).
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Fig. 31. 4-O-metilhematoxilol 4, R=0OH; tetra acetato de 4-O-metilhematoxilol A 4a, R=OAc.

El espectro HMBC (Fig. 32)permitio establecer la estructura molecular al observar las correlaciones
entre los hidrogenos del metoxila#C10 con C4, lo que permitio establecer la posicion del metoxilo,
asimismo, el hidrégeno ubicado en-C4 correlaciona con C5, del sistema AB y con el metileno C9,
quedando definida la posicion de C4.,Por otra parte, los hidrogenos ubicados en C9, correlacionan con
el oxometileno C2 y con C2’ del sistemacA’B’X’, confirmando la posicion de C9 junto al sistema
A’B’X’. A su vez el oxometileno C2 correlaciona con C8a del sistema AB y con C4, por lo que se ubicod

cercano al sistema AB.

Fig. 32. Correlaciones HMBC (*3C, 'H) en el tetra acetato de 4-O-metithematoxilol A 4a, R=0OAc.

Diacetato de hematoxina 5a (Fig. 33), se aisl6 como un polvo amarillo, el analisis de los
desplazamientos quimicos (ppm) de RMN nos permitié establecer su estructura molecular, resultando
su formula molecular C21H200s, Y tiene punto de fusion de 136.9 °C Las sefiales'de H y 13C (Tablas 12
y 13), muestran resonancia de *H, metileno (5w 3.09 y 3.40), oxometileno (5+ 3.80 y4.20), metoxilo (51
3.61), oxometino (6n 3.60), anillo tipo cetoenol a: sistema AB (dn 6.60 y 7.10) y un-anillo aromatico:
sistema de hidrégenos en posicion para, dos singuletes (61 6.78 y 7.03), metilos de acetato (6n 2.24,
2.26). El RMN DEPT muestra sefiales de metileno (8¢ 38.7), metoxilo (6¢ 62.5), oxometileng. (8¢ 77.5),
carbono cuaternario oxigenado (8¢ 70.0), oxometino (8¢ 83.7), anillo tipo cetoenol a: sistema“AB (J¢
130.2 y 144.2), dos carbonos vecinos a oxigeno (8¢ 136.6 y 160.7), carbonilo de cetoenol o (5c 180.8),
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un metine”(d. 52.7), anillo aromatico: sistema de carbonos en posicion para (6c 121.7 y 123.3), dos
carbonos etiaternarios oxigenados (6. 140.6 y 141.9), dos carbonos cuaternarios (dc 130.0 y 133.9), dos
carbonilos de“acetato (6. 168.0, 168.1), dos metilos de acetato (5¢ 20.5, 20.6).

Fig. 33. Hematoxin/s, R=0OH; diacetato de hematoxina 5a, R=OAc.

En el espectro HMBC (Fig. 34) se observan.correlaciones entre los hidrogenos del metoxilo 14 con C13,
lo que permiti6 establecer la posicion del metoxilo, asimismo, el hidrégeno ubicado en C13 correlaciona
con C1, del anillo tipo cetoenol oy con el oxomictileno Cb, de esta forma se definio la posicion de C13.
Por otra parte, los hidrégenos ubicados en C8, correlacionan.con el oxometileno C6, C9 y C12a del
anillo aromético con hidrdgenos en posicién para, confirmandoda.posicion de C8 junto dicho sistema
aromatico. A su vez el oxometileno C6 correlaciona con C4a del siStema AB y con C13, por lo que se

ubico cercano al sistema AB.

Fig. 34. Correlaciones HMBC (*3C, H) en el diacetato de hematoxina 5a, R=0OAc.
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El 4-hidrexihematoxil 6 (Fig. 35), es un compuesto nuevo del que no se encontrd reporte en la
bibliografia. Se aislo como un polvo color &mbar, el analisis de los desplazamientos quimicos (ppm) de
RMN nos permiti6 establecer su estructura molecular, resultando su férmula molecular C16H1606. Las
sefiales de 'H y3€ (Tablas 12 y 13), muestran resonancia de H, un metileno (8n 2.76 y 81 2.77),
oxometino (6w 4.31); oxometileno (6+ 3.85 y o1 4.02), anillos aromaticos: sistema AB en (6+ 6.55 Y dH
6.745) y dos sistemas; A’B’_en (o1 6.775 y on 7.125). El espectro DEPT indica un metileno (3¢ 41.0),
metileno oxigenado (6.°68:3),.carbono cuaternario oxigenado (6 71.2), oxometino (&¢ 70.4), anillos
aromaticos: sistema AB (5¢ 10,0 y 121.8), dos carbonos cuaternarios oxigenados (¢ 134.1 y 146.6), y
dos carbonos cuaternarios (6c(1171, dc 143.8) y dos sistemas A’X’ (3¢ 115.9 y 132.9), un carbono

cuaternario oxigenado (&¢ 157.2), un.earbono cuaternario (6 128.6).

Fig. 35. 3,4,7,8-tetra-ol (3R, 4S)-3-(4-hidroxibenzil) chromano 6 (4-hidroxihematoxil).

El espectro HMBC (Fig. 36) permitio establecer la estructura molecular al observar las correlaciones
entre el hidrogeno ubicado en C4 que correlaciona con C5.€mel sistema AB y con el oxometileno C2,
quedando definida la posicion de C4. Por otra parte;los hidrogenos ubicados en C9, correlacionan con
el oxometileno C2, con C2’ y C6’ del sistema A’B’, confirmando.la posicion de C9 junto al sistema

A’B’. A su vez el oxometileno C2 correlaciona con C8a del sistema AB y con C4, por lo que se ubico

0]
) OH
’ 133
7. Il'g
- OH 4
H

Fig. 36. Correlaciones HMBC (*3C, *H) en el 4-hidroxihematoxil 6.

cercano al sistema AB.
OH
8

a
H

HO

(0]

Los desplazamientos quimicos se establecieron por el anélisis de los espectros de *H, 3C y DEPT. Las

interacciones hidrogeno-hidrogeno se determinaron con el espectro COSY, los enlaces carbono e
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hidrogeno“con HSQC vy las correlaciones a dos y tres enlaces se establecieron mediante el espectro

HMBC, para.obtener las estructuras moleculares propuestas.

Los datos de RMN asignados a las sefiales de las chalconas: sappanchalcona 1, 3-desoxisappanchalcona
2 y para los homoiseflavonoides: tetra acetato de hematoxilol 3a y tetra acetato de 4-O-metilhematoxilol
4a, fueron comparadoscon los reportados en 2008 (Li-Gen, L., et al., 2008), y los de diacetato de
hematoxina 5 con los ¥eportados en 2014 (Ming-Bo, Z; et al., 2014), encontrando resultados similares

a los obtenidos en este trabajo:
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6.2 Tablas de desplazamientos quimicos para H y *C.

Tabla 12. Desplazamientos quimicos de RMN de *3C de los compuestos aislados de Haematoxilum campechianum. Datos

obtenidos a450.MHz, desplazamientos quimicos (8) expresados en ppm. Los compuestos: 1, 2 y 6 se disolvieron en

CDs0D y 3a-5a en CDCls, con tetrametilsilano como referencia interna.

Posicion

20

3p
1C=0
E

Px

3’

&

5

6’

1

N

D

PP PR R O©OO~NOUANDW
NyVPRO TS

12b
13
14
OAc
OAc
OAc
OAc
CHs
CHs
CHs
CHs

1
+124.8
' 144.3
1925

121.8
162.5
99.8

164.4
108.7
133.4
128.7
114.9
146.8
149.6

116.3
123.0
55.8

125.2
144.2
193.2
121.8
162.6
100.3
164.6
109.1
134.1
128.2
131.5
117.0
161.3

137.0
1315
56.3

3a

126.8
120.6
136.5
132.7
149.2

76.9

203.6
49.0

142.0
125.2
142.1
144.3
125.0
136.3
131.0

167.9
168.5
168.6
168.7
20.80
21.23
21.16
21.16

da

134.3
125.7
141.6
140.8
122.9
129.0

69.4
69.9
76.2
118.3
128.5
113.9
143.6
130.9
146.6
382
56.2

167.8
168.2
168.4
168.4
20.64
20.65
20.3

20.3

5a

144.2
130.2
180.4
136.6
160.7

77.5
70.0
38.7
osi
123.3
141.9
140.6
121.7
130.0
52.7
83.7
62.5
168.0
168.1

20.5
20.6

128.6
132.9
115.8
157.2
115.9
132.9

68.3
71.2
70.4
117.1
121.8
110.0
146.6
134.1
143.8
41.0
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Tabla 13. Désplazamientos quimicos de RMN de 'H de los compuestos aislados de Haematoxilum campechianum. Datos
obtenlidos a600 MHz, desplazamientos quimicos (8) expresados en ppm, constante de acoplamiento (j) en Hz. Los
compuestos: 1, 2 y 6 se disolvieron en CD30D y 3a-5a en CDCls, con tetrametilsilano como referencia interna.

Posicion 1 (O,4) 23, J) 3a (3, j) 4a (3, j) 5a (3, j) 6 (3, J)

2 | 7.37,d,157 )" +7.40,d,157

38 | 749,d,157 7.55,d, 16.5

2 7.18,s 7.125,d, 8.4
3 652,d 22 6.51,d, 2.2

5 6.46,dd, 2.2,8.4  6.45:dd, 2.2,8.4 7.14,d, 8.07 6.775, d, 8.4
6 7.57,d,8.4 7.57/d, 8.4 7.21,d, 8.07 7.125,d, 8.4

1 A 7.28,d,84 7.08,d,9.9

2¢ | 7.11,d,22 7.49,dds18,84  7.17,d,88  3.94,d,113 6.63,d,10.2 3.85,d, 10.6
2B kA 4.19,d, 11.0 4.02,d, 10.6

3 6.81, dd, 1.8,8.4

4 RPN 3.70,s 430, s

5 6.79,d, 8.0 6.81, dd, 1.8, 8.4 7.02,d, 8.07 6.745, d, 8.4
6o | 6.99,dd, 22,80 7.49,dd, 18 84 =450, 6.72,d,8.07 3.86,dd, 2.2,11 6.55,d, 8.07
6B 4.21,d, 11

7 3.90, s 388,s L= N/

8a 3.60, s 3.10,d,16.5

8p \\Y) 3.40,d, 16.1

90 7.20, s 2.84,d,135 7.03,s 2.76,d, 14.31
9B A (3024143 2.77,d, 13.94
10 334

12 7485 A\ 6.78, s

13 3.60, s

14 <) 3605
CHs 2.35, s 2.30,s 2.24,s
CHs 233,s 230,5"¢\) 226,
CHs 2.30, s 2.30, s
CHs 230,s 230,s € )
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Conclusienes

Se aislaron y/Caracterizaron seis compuestos de los extractos: metanolico y acuoso de H. campechianum;
dos chalconassconocidas como sappanchalcona 1 y 3-desoxisappanchalcona 2, tres homoisoflavonas
derivadas de polifengles conocidas como: hematoxilol A 3, 4-O-metilhematoxilol 4, hematoxina 5 y un
compuesto nuevo dislado del extracto acuoso, al cual se le asignd el nombre de 4-hidroxihematoxil 6.
Las estructuras quimicas ‘de los metabolitos aislados fueron caracterizadas mediante el analisis de los

espectros de RMN en una’y des dimensiones.

En las pruebas de relajacion defleon aislado de cobayo, se determind que tanto el extracto metanolico
como el acuoso del duramen de Haematoxilum campechianum, tienen actividad relajante del mdsculo
liso, y para una dosis de 400 pg/ml se alcanzé un porcentaje de relajacion de 85.04+2.40 para el

metandlico y 78.34+0.5, para el acuoso.

En el extracto metanolico el mejor resultade ‘de, relajacion se observo en la fraccion EMTF6 con una
CEso (Mg/mL) de 276.4+47.8 y un porcentaje ‘de relajacion maximo de 61.02+4.5, mientras que en el
extracto acuoso, la fraccion EEATFS, obtuvo la mejor potencia relajante con una CEso (ug/mL) de
49.96+11.4 y un porcentaje de relajacion-maximo de,76.14+3.41 similar al de papaverina que se uso
como control positivo y que tiene una CEso(fag/mL) de 36.21+6.55 y un porcentaje de relajacion
maximo de 76.63+5.14. Para los compuestos-aislados dé Haematoxilum campechianum, el mejor
resultado fue el de sappanchalcona 1 con una CEso (ng/mL).de 257.1+131.4 y un porcentaje de
relajacion maximo de 50.94+9.58. Los resultados indican que las fracciones del extracto acuoso tienen

mayor potencia en la relajacion muscular.

En la prueba LEC, se observo que todas las dosis evaluadas del extractometanolico de Haematoxilum
campechianum incrementaron los parametros de porcentaje de TBA y EBAYLa dosis de 200 mg/Kg
para los extractos metanolico y acuoso de la planta, asi como la dosis de 10 mg/Kg de sappanchalcona
1, incrementaron el parametro de porcentaje de TBA expresado en segundaosy con 76.32+6.35,
66.68+20.64 y 60.07+14.28, respectivamente, similar al efecto que ejerce el diazepam que se utilizo

como control positivo y que dio un porcentaje de relajacion maximo de TBA de 74.06+23.42.

En campo abierto (CA) se observo que el extracto metanolico y acuoso ejercen efecto'sedante, al
disminuir la actividad motora espontanea de los ratones. Para la dosis de 200 mg/Kg, los resultados del

numero de cruces en CA fueron 41.00£31.73 para el extracto metandlico y 47.60+28.09 para el extracto
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acuoso, lo/que representa, una disminucion significativa de la motilidad (alrededor de 70%) respecto al
control negativo (vehiculo) con 143.8+35.70. Mientras que para una dosis de 10 mg/Kg para
sappanchalcenas1 aislada de Haematoxilum campechianum, se obtuvo 64.40£36.76. Los resultados
indican que los éxtractos metanolico y acuoso, asi como sappanchalcona 1 ejercen efecto sedante sobre

los sujetos de prueba.

Estos datos indican que’la’planta tiene una composicion quimica con efecto ansiolitico y sedante, y que

la sappanchalcona 1 aisladaspasee dicha actividad.
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Abstract: Haematoxylum campechianum js’a medicinal plant employed as an astringent to purify the blood and
to treat stomach problems such as diarrhea and dysentery. A bio-guided chemical fractionation of the
methanolic extract obtained from this plantallowed for the isolation of five compounds: two chalcones known
as sappanchalcone (1); 3-deoxysappanchalcone (2); threezhomeisoflavonoids known as hematoxylol A (3); 4-O-
methylhematoxylol (4); and, hematoxin (5). The spasmolytie=activity was determined in an in vitro model
(electrically induced contractions of guinea pig ileum), and allowed to demonstrate that the methanolic extract
(ECso0 = 62.11 + 3.23) fractions HcF7 (ECso = 61.75 + 3:65).and HcF9 (ECs0 = 125.5 + 10.65) and compounds 1 (ECso =
16.06 + 2.15) and 2 (ECso = 25.37 + 3.47) of Haematoxylum campechiafiiim present significant relaxing activity as
compared to papaverine (ECso = 20.08 + 2.0) as a positive control.

Keywords: homoisoflavonoids; Haematoxylum campechianum; chalcone; spasmolytic

1. Introduction

The Haematoxilon genus (Leguminosae) has two species: Haematoxylum campechianum and Haematoxylum
brassileto. Both are native trees of Central America and belong to the family of the Fabaceae and the subfamily
Caesalpinioideae [1]. H. campechianum in Mexico is known as the “red wood”, “black*wood”, and “Campeche
wood” because it originally was found on the shores of the Gulf of Mexico, in the staté of Campeche [2]. The
heartwood of this tree is an important source for the well-known dye hematoxylin whichsisya staining agent
employed in histology [3-5]; also, the extract from the wood has been used as a sweetenér {6]. Traditional
medicine refers to the use of the heartwood of this plant for the treatment of depression, kidney.disorders, heart
problems, toothache, fever, diarrhea, and hemorrhoids [7,8]; and the branches are mainly used toremove toxins
[9]. Chemical studies of this plant lead to identifying: hematoxylin, which by oxidation produces hematein [6];
brazilin [10,11], which was also isolated from Caesalpinia echinata (Leguminosae); hematoxylol A (8) [6];
protossapanin A and B; sappanchalcona (1); 3-deoxisappanchalcone (2), isolated from Caesalpinia sappan L., tetra-
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O-methylheématoxylol B [6,12]; and, trimethylether of protosappanin B [6], as well as: hematoxylol,
epihematoxylél, 4-O-methylhematoxylol, 4-O-methylepihematoxylol, sappanene, hematoxylene, hematoxylone,
hematoxin, gpihematoxin, hematoxilol B, and isohematoxylin,. It is noteworthy that these compounds showed
activity on thednhibition of tyrosine kinase, being hematoxylin, hematoxylol A (3) and epihematoxylol B the most
active compounds/[13-15]. The flavonoid sapanchalcone which also was isolated from Caesalpinia sappan L., has
an anti-inflammatory=effect in a model of rheumatoid arthritis in mice [16]. However, the biological studies
reported so far havevonly been focused on isolated compounds, but not on extracts and fractions for the
heartwood of H. campechianum. Our interest is focused on compounds of the flavonoid type because they have
been shown to have important biological activity on disorders of the central nervous system [17,18]. The aim of
this study was to demonstrate, the spasmolytic activity of the methanolic extract. Five fractions (HcF5-HcF9)
obtained from the chromatographic separation of this extract exhibited five isolated compounds: two chalcones
(compounds 1 and 2) and threé homoisoflavonoids structurally derived from hematoxylin (compounds 3, 4 and
5), all of them have been reported preyiously for this plant [6,11]. The biological model employed was the in vitro
electrical stimulation of the isolated’ileum of guinea pig. Additionally, all five compounds were characterized by
one and two-dimensional NMR.

2. Results and Discussion

2.1. Evaluation of the Ethanolic Extract and Fractions

The results presented in Figure 1 demonstrate that the methanolic extract and the fractions of H.
campechianum induced a concentration-dependent\inhibition of the electrical stimulation induced contractions in
guinea pig ileum, using papaverine as a‘pgsitive contrel=The values of ECs0 and Emax are presented in Table 1.

1007
- —®- Papaverine
u - Extract MeOH
i\c, 50 - =& HcF5
g % HcF6
E - —~— HcF7
<
E 0 T ) “©- HcFS8
1 2 3 =#—.HCcF9
Log(Concentration), gg/mL
-50 -

Figure 1. Concentration-response curves of the methanolic extract, HcF5 to HcF9 fractions of Haematoxilum
campechianum induced contractions in isolated guinea pig ileum compared with papaverine as control (+).
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Table 3¢Inhibitory effect of the methanolic extract, fractions (HcF5 to HcF9) and compounds (1-2, 3a-5a) of Haematoxilum
campechianiim induced contractions in isolated guinea pig ileum (Effective concentration fifty ECso, relaxation Emax).

Extract, Fraction and Compounds Effective Concentration Fifty (CEso = pg/mL) Relaxation (%) Emax

Extract Me@H 62.11+3.23°b 85.16 £ 6.34 ¢
Fraction
HcF5 346.7+19.32 ¢ 56.7+1.8¢
HcF6 3249+10.15¢ 80.9+254d
HcF7 61.75+3.55P 84.6+1.74
HcF8 343.7+10.04 ¢ 95.1+1.2¢
HcF9 1255 +10.65¢ 2445+1.62
Compound
1 16.06 £2.152 50.9 £2.2 bc
2 25.37 £3.47 2 485+2.0°
3a 2045+2.754 85.78 £2.7 4
4a 285+11.0°¢ ND
5a 203.1+7.24 100+0.3 ¢
Papaverine (+) 20.08+2.02 85.72+2.84

* Values are mean + SD., n = 3 independent experiments performed in triplicates, and were determined by linear
regression analysis using GraphPad Prism 6.0 Software;)*f Values‘are statistically significant at p < 0.05. ND = not
determined.

The methanol extract obtained by the maceration of the heartwood'of H. campechianum showed inhibition of
the electrically induced smooth muscle contraction (ECso = 62.11 + 3:23), which is similar to the HcF7 fraction
(ECs0 = 61.75 + 3.55) obtained from the chromatographic separation; whereas, the HcF9 fraction (ECso = 125.5 +
10.65) presented the lower activity when compared with papaverine (ECsoe= 20.08 + 2.0). It is noteworthy that
both the methanolic extract and the HcF7 fraction showed a similar effect t@ the one exerted by papaverine, as
shown by the comparison of the Emax (85.16 + 6.34 and 84.6 + 1.7 versus 85.72 # 2.8)#The HcF5, HcF6, and HcF8
fractions showed no significant spasmolytic activity.

2.2. Evaluation of Compounds 1, 2 and 3a-5a

The results presented in Figure 2 demonstrate that compounds 1 and 2 isolated from"the heartwood of H.
campechianum induced a concentration-dependent inhibition of the electrical stimulation-indueéd contractions in
the guinea-pig ileum, as did the papaverine positive control.
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Figure 2. Inhibitory effect oficompounds 1, 2 and 3a-5a, induced contractions in isolated guinea pig ileum, and
compared with papaverine as acontrol (+).

Chromatographic separation allowed us to isolate five homoisoflavonoids-type compounds; two chalcones
known as sapachalcone (1, ECso = 16.06{+ 2.15) and 3-deoxysappachalcone (2, ECso = 25.37 + 3.47), that presented
similar relaxing activity as papaverine (EC5.=20.08 +2.0) and hematoxylol A tetraacetate (3a, ECso =204.5 +£2.75),
4-O-methylhematoxylol tetracetate (4a, ECsg= 285 + 11.0), and hematoxin diacetate (5a, ECso=203.1 + 7.2). It must
be noted that compounds 3a, 4a and 5a had no_significant relaxing activity (Table 1). These results suggest that
the effect produced by the methanolic extract\is'mainly caused by the chalcones. With this finding, both the
biological activity of H. campechianum, as well as\its use in traditional medicine were demonstrated. However,
further studies are required in order to detefmine the biological activity of this plant for specific diseases, in order
to develop treatments focused on solving ‘particular illness.

2.3. Structural Elucidation of Homoisoflavoids

2.3.1. Sappanchalcone (1)

Chromatographic fractionation of HcF6 and HcF7/allowed forthe purification of 1 which was obtained as a
yellow powder with a melting point of 166.5 °C. The 'H-NMR spectra of/1 showed three systems; a, 3 unsaturated
double bond system in d 7.37 (d, 15.7 Hz, H-2«), and 7.49 (d, 15.7 Hz, H-3); aromatic ABX system 0 7.11 (d, 2.2
Hz, H-2), 6.79 (d, 8 Hz, H-5) and 6.99 (dd, 2.2,8 Hz, H-6); another aromatic JABX system 0 6.52 (d, 2.2 Hz, H-3'),
6.46 (dd, 2.2, 8.4 Hz, H-5") and 7.57 (d, 8.4 Hz, H-6'), and finally an oxigenatedbase signal at d 3.9 (s, OCHzs). The
methoxyl position was defined unambiguously to be at C-2" (0 162.5) due togthe long-range correlation (HMBC)
between protons OCHs (0 3.9, s). On the basis of this information, the nattiral ;product was identified as
sappanchalcone (1). Direct comparison of spectroscopic data (see Tables 2 and 3) from.this compound displayed a
high similarity with those previously described for 2'-methoxy-3,4,4'-trihydroxychalecone or named sappanchalcone

(1) [11].

Table 2. 3C-NMR data of homoisoflavonoids 1-5 (1 and 2 in CDsOD, 3a-5a in CDClg 150 MHz).

Position 1 2 3a 4a 5a
2a 124.8 125.2
3B 144.2 144.2
1C=0 192.5 193.2
1 121.8 121.8 134.3
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8a

10
11
12
12a
12b
13
14
15
16
17
18
19

20

162.5
99.8
164.4
108.7
133.4
128.7
114.9
146.8

149.6

116.2
123.0
55.87

162.6
100.3
164.6
109.0
134.1
128.2
131.5
117.0

161.3

117.0
131.5
56.28

126.8
120.6
136.5
132.7

149.2

76.9
203.6
49.0
142.0
12522
142.1
144.3
125.0
136.3
131.0
167.9
168.5
168.6
168.7
20.80
21.23
21.16

21.16

125.7
141.6
140.8
122.9

129.0

69.4
69.9
76.2
118.2
128.5
113.9
143.6
130.9
146.6
38.2
56.2
167.7

168.2

168.4
168.4
20.64
20.65
20.3

20.3

144.1
130.1
180.4
136.6

160.7

77.5
70.0
38.67
133.9
123.3
141.8
140.6
121.7
130.0
52.7
83.75
62.51
16870
168.0
20.52

20.68
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Table 3" "H-NMR data of homoisoflavonoids 1-5 (1 and 2 in CDsOD, 3a-5a in CDCls, 600 MHz, ] in Hz).

Position
20

3
o
3
5'
6
1
2a
2B
3
4
5
6
6p
7
8a
8p
9a
9B
10
12
13
14
15
16
17
18
19
20

1
7.37, d415.7
7.49, d, 157

6.52,d,2.2
6.46,dd, 2.2, 8.4
7.57,d,84

711,d,2.2

6.79,d, 8.0
6.99,dd, 2.2,8.0

39, s

2

7.40,d,15.7
7.55,d,16.5
6.51,d,2.2
6.45,dd, 2.2, 8.4
7.57,d,84
7.49,dd, 1.8,84
6.81, dds1.8, 8.4

6.81, dd, 18,8.4
7.49,dd, 1.8, 8.4

3.88,s

2.3.2. 3-Deoxysappachalcone (2)

3a

7.28,d,84
7.17,d, 8.8

45,s

3.6,s

7.2)s

7.18, s

235, s
2.33,s
2.3,s
2.3,s

4a

7.18,s

7.14,d, 8.07
7.21,d, 8.07

3.94,d,11.3
4.19,d,11.0

3.7,s
7.02,d, 8.07
6.72,d, 8.07

2.84,d,13.5
3.02,d,14.3
3.34

23, s
23,s
23,8
23,s

5a

7.08,d,9.9
6.63,d, 10.2

3.86,dd, 2.2, 11
421,4d,11

3.10,d,16.5
3.40,d,16.1
7.03,s

6.78, s
3.6,s
3.6,s

2.24,s
2.26,s

Compound (2) was obtained as an orange powder with a melting point of 242 °C. The NMR spectra of 'H and
13C, showed the same signals as compound (1) (see Tables 1 and 2), except for one ofsthe ABX systems of aromatic
rings, which is now AB in 7.49 (dd, 1.8, 8.4 Hz, H-2, H-6), and 6.81 (dd, 1.8, 8.4 Hz, H-3,)H-5). Direct comparison of
spectroscopic data with those described indicate that this compound corresponds to 2-methoxy-4,4-

dihydroxychalcone, also known as 3-deoxysappanchalcone (2) [11].
The carbon-hydrogen assignment was performed with HSQC and the correlations at two and three bonds
were established using the HMBC spectra (Figure 3).
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1 R = OH, Sappanchalcone; 2 R = H, 3-deoxysappanchalcone.

2.3.3. Hematoxylol A Tetraacetate (3a)

Compound (3) was isolated as a whiteé powder with’a melting point of 239 °C. According to the analysis of
NMR spectroscopic data (see Tables 2 and 3), and the gomparison with data described in the literature, this
compound was identified as 3,4,10,11-tetrahydroxy-7,8-dihidroxy-6H-dibenz[b,d]oxocin-7-one (see Figure 1) on
the basis of the DEPT, COSY HSQC, and HMBGCsspectra of“its peracetate derivative (3a), also known as
hematoxylol A(3), which had been previously isolated from Haematoxylum campechianium and tested as a protein
tyrosine kinase inhibitor [6,13].

3 R = OH, Hematoxylol A; 3a R = OAc, Hematoxylol A tretaacetate.

2.3.4. 4-O-Methylhematoxylol Tetracetate (4a)

Compound (4) was isolated as a yellow powder with a melting point of 98.2 °C. On the basis of the DEPT,
COSY HSQC, and HMBC spectra (see Tables 1 and 2) of its peracetate derivative (4a) and the comparison with
data described in the literature this compound was identified as 4-O-methylhematoxylol tetraacetate (4a). The
natural compound (4) was isolated from Haematoxylum campechianium and tested as a protein tyrosifie ‘kinase
inhibitor [6,13].

82



Hco HOM

10
4 R = OH, 4:0O-methylhematoxylol; 4a R = OAc, 4-O-methylhematoxylol tretaacetate.

2.3.5. Hematoxin Diacetate (5a)

Compound (5) was isolatéd‘as a yellow powder with a melting point of 136.9 °C. On the basis of the DEPT,
COSY, HSQC, and HMBC spectraf{seeables 1 and 2) of its peracetate derivative (5a), and the comparison with
data described in the literature this€ompound was identified as hematoxin diacetate (5a). The natural compound
(5) was isolated from Haematoxylum campechianium and tested as a protein tyrosine kinase inhibitor [6,13].

5 R = OH, Hematoxin; 5a.R = OAc, Hématoxin diacetate.
3. Materials and Methods

3.1. General Experimental Procedures

Melting points were obtained on a Termo Scientific IA9000 series melting point apparatus (Electrothermal,
Essex, UK) and were left uncorrected. All NMR spectra were recorded on a BrukerAdvance III HD-600 at 600 MHz
for 'H-NMR, NOESY, 'H-'H COSY, HSQC, and HMBC, and 150 MHz for *C-NMR'and DEPT in CDCls, CDsOD,
CDsCOCDs and DMSO. Chemical displacements are reported in ppm relative to TMS:

HPLC analysis was performed using a Waters HPLC instrument equipped with Watérs 996 UV photodiode
array detector (900) set at 280 nm, and employing a packed column SUPELCOSIL LC-F®25'cm x 4.6 mm, 5 um,
at a flow rate of 0.9 mL/min, and a gradient system of TFA to 0.5%, and H20 (A:B) as the:rmobile phase with the
following solvent ratios: A:B; 100:0 (0-1 min); 95:5 (2-3 min); 70:30 (420 min); 50:50 (21-423+min); 20:80 (24-25
min); 0:100 (26—27 min); and, 100:0 (28-30 min). Total running time of samples was 30 min, with/a 10 pL injection.
The detection wavelength was scanned at 190-400 nm.

For quantification of the isolated compounds, 5 mg in one milliliter of methanol were dissolyediin dilution
series of 25, 50, 100 and 200 g/mL.
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3.2. Plant Material

The heartwoods of Haematoxilumn campechanium L. (7.5 kg), were collected in Cunduacan Tabasco, Mexico
in February®2016. The voucher specimen of this material (No. 35455) was deposited in the herbarium of Juarez
Autonomous University of Tabasco at Villahermosa, Tabasco, México.

3.3. Extraction and Chtomatographic Fractionation of Heartwood

The dried and powdeéred heartwood was successively extracted three times with methanol (14 L, 3 times) for
24 h, at a room temperature. ' The obtained methanolic extract was evaporated to dryness with a rotary evaporator
under reduced pressure (Héidolph G3, Schwabach, Germany), producing a residue of 300 g.

Methanolic extract (200,g),Wwas adsorbed in silica gel and applied to a column of silica gel for gravity (1000
g, 70-230 mesh, Merck). A gradient of dichloromethane/methanol was utilized to elute the column, collecting
nine fractions (F1-F9) of 1L each#The fractions were concentrated in a rotary evaporator under a reduced
pressure of HcF1(100:0, 1.5 g), HeF2(90:10, 3.8 g), HcF3(80:20, 5.2 g), HcF4(70:30, 3.5 g), HcF5(60:40, 6 g),
HcF6(50:50, 13.57 g), HcF7(40:60, 5 g),.HeF8(30:70, 17.67 g), Hc9(0:100, 12 g). Fractions 5-9 were evaluated for the
inhibition of electrically contractions indleum isolated from guinea pig.

3.4. Isolated of the Chalcones (1,2) and Homoiseflavonoids Peracetate (3a—5a)

The fractions (HcF6, HcF7 and HcF8) were(subjected to a chromatographic fractionation in column. HcF7(4.5
g) was adsorbed and applied to a column of silica=gel (175 g, 70-230 mesh, Merck) and eluted with a gradient
system with a dichloromethane/methanol##ith an‘increase in polarity of 5%, obtaining 35 fractions (HcF7-F1 to
HcF7-F14) of 100 mL each. A successive ©f-chromatographic columns in the normal phase of the most active
fraction (HcF7-F7), and finally a reverse phase*ehromatographic column (10 g, RP-18, 40-63 pm, Merck) with a
mobile phase water/acetonitrile in gradient system (samples of 10 mL), allowed the obtainment of the known
chalcones 3'-deoxy-sappanchalcone (2, 48.3 mg) and sappanchalcone (1, 50.6 mg). They were identified by NMR
(*H, 13C, COSY, HSQC, and HMBC).

The fraction HcF8(14 g) was separated using a_chromatographic column (10 x 50 cm) with normal phase
silica gel (170 g, 70-230 mesh, Merck) and eluted with a gradient$ystem with dichloromethane/methanol with
an increase in polarity of 5%, obtaining 105 fractions (HcE8-F1 to HcE8-F18) of 100 mL each. The 18 fractions were
grouped according to their similarity in TLC.

HCcF8-F5-6 (2.2 g) was purified under a reverse phase chromatographic column (20 g, RP-18, 40-63 um,
Merck) and eluted with a mobile phase water/acetonitrile in a gradient System (samples of 12 mL) with an
increase of 2%, obtaining 18 fractions F4 (94:6, 251.3 mg), F5 (90:10, 153.7 mg), F6 (88:12, 683 mg). HcF8-F5-6-F6
was purified under a reverse phase chromatographic column (10 g, RP-18, 40-63 pmyMerck) with a mobile phase
water/acetonitrile in a gradient system (samples of 12 mL) that allowed to obtain/12)fractions, among them F5
(88:12, 18.2 mg) and F6 (88:12, 32.2 mg). Fractions F5-F6 and HcF8-F5-6-F4 were chemically, derivatized by means
of an acetylation reaction. Both were separated using a chromatographic column with normal phase silica gel (10
g, 70-230 mesh, Merck) and eluted with a gradient system with dichloromethane/acetoneswith an increase in
polarity of 2%, and collecting samples of 10 mL, giving the homoisoflavonoids known as 4-@*methylhematoxylol
(4a, 13.2 mg) of the fraction HcF8-F5-6-F6-F5-6-F4, and the HcF8-F5-6-F6-F5-6-F8 a hematoxin(5a, 9.8 mg), and
hematoxylol A (3a, 134 mg ) of the fraction HcF8-F5-6-F4-F1. They were identified by NMR ('H, #¥€, COSY, HSQC,
and HMBC). Compounds 1, 2 and 3a-5a, were evaluated for the inhibition of electric contractions in ileum
isolated from guinea pig.
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3.5. Reactiont of Acetylation

Fractions HcF8-F5-6-F4 (251 mg) and HcF8-F5-6-F6-F5-6 (50.4 mg), were treated with Ac2O (3 mL) and pyridine
(1 mL) for 2°h [19]. The reaction was stopped with ice (2 g), and ethyl acetate (50 mL) was added, forming two
phases (AcOEt and, water). Phase of AcOEt was concentrated in rotary evaporator to give of HcF8-F5-6-F6-F5-6
and HcF8-F5-6-F4. These fractions were purified by column chromatography to give compounds (3a, 4a and 5a).
The structures of these compounds were identified on the basis of 1D and 2D NMR techniques, and by
comparison with litetatutre data [6,11,13]. See data as supplement Figures S1-525.

3.6. Model of Ileum Isolated*Guinea Pigs

To evaluate the spasmolytic activity, the experimental model of electrically induced guinea pig isolated
ileum was performed. Guinearpigs of either sex (250-500 g) were used and subjected to cervical dislocation.
Ethical guidelines for the handlings/and slaughter of experimental animals indicated by the American Veterinary
Medical Association (AVMA, 2001),were followed.

(Official Mexican Standard NOM-062-Z00-1999). Their abdomens were opened. Their ileum were removed
and maintained in Petri dishes containifg Tyrode’s solution, and constantly aerated with carbogen gas (O2 95%,
CO:2 5%). Portions of about 1.5 cm length’of the-tissue were mounted in a set of 3 mL chambers. One end of the
tissue was attached to the bottom of the chamber to an electrode while the other was attached with a silk thread
to a force transducer, which was connected to_an acquisition system (PanLab, BIOPAC Systems, Goleta, CA,
USA). After 30 min of an adaptation period, the tissue was electrically stimulated (25 V, 5mS, 1 Hz, 5 S, every 2
min; with a Grass stimulator) by isolated tungsten electrodes connected to the end of the tissue. Induced
contractions were recorded and after homégeneous response, different concentrations of drugs under study were
added into the chamber, and the ability fofinhibiting the électrically induced contraction was evaluated [20]. The
positive control used was papaverine.

The Tyrode’s solution (Krebs-Henseleit) was prepared‘asifollows in mM: NaCl (137), CsH1206 (5), NaHCO:s
(11.9), CaCl2H20 (2.7), KCI (5.4), MgCl2-6H20 (0.5),,y» NaH2PO+H20 (0.45) and diluted to a volume of 2 L with
distilled water. The pH was adjusted to 7.4.

3.7. Preparation of Extracts, Fractions and Compounds for'Evaluations

The methanolic extract, fractions, and compounds were diltited in Tyrode’s solution and PVP
(polyvinylpyrrilodine, 1:2) for the less polar.

3.8. Statistical Analysis

The effect in this model was expressed as the mean + standard deviatioh (SD). From n = 3 independent
experiments were performed in triplicates, and were determined by linear regression analysis using GraphPad
Prism 6.0 Software(GraphPad Software, San Diego, CA, USA). The values of the mean effective concentrations
(ECs0) and maximum effects (Emax) were obtained from the concentration-response etirves. The data were
analyzed by a one-way ANOVA and the Tukey test. Differences between the means were considered to be
significant when p < 0.05.

4. Conclusions

Five compounds of H. campechianum methanolic extract were isolated and characterized:(two chalcones
known as sappanchalcone (1), 3-deoxy-sappanchalcone (2), three homoisoflavonoids derivatized known as
hematoxylol A (3a), 4-O-methylhematoxylol (4a), and hematoxin (5a). The correct structures were assigned by
detailed spectroscopy analysis of NMR in one and two dimensions. The most bioactive chalcones 1 and2 were
isolated from the spasmolytic fraction (Hc-F7). In the biological test in vitro, extract, fractions, and compounds 1
and 2. These results validate the traditional use of this plant.
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Supplementary Materials: The following are available online, Figures S1-S25.
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