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RESUMEN

Rivina humilis es una planta herbécea, relativamente abundante en el estado de Veracruz; se emplea,
en Medicina Tradicional, para contrarrestar diversos padecimientos, como la diarrea y la mordedura
de serpientes, ademas, de cuestiones relacionadas con los nervios, “el espanto”. De una fraccion
cloroférmica del extracto metandlico de hoja de esta especie, se aislaron y dilucidaron las estructuras
de taraxerol, espinasterol, octacosanol y 4-hidroxicinamato de metilo.

Palabras clave: Rivina humilis, Phytolaccaceae, taraxerol, espinasterol, octacosanol.

RESUMEN

Rivina humilis é uma planta herbacea, relativamente abundante no estado de Veracruz; é usado, na
medicina tradicional, para combater varias doengas, como diarreia e picadas de cobra, bem como
problemas relacionados com os nervos, "o espanto”. A partir de uma fracdo de cloroférmio do
extrato metandlico da folha desta espécie, as estruturas de taraxerol, espinasterol, octacosanol e
metil 4-hidroxicinamato foram isoladas e elucidadas.

Palavras-chave: Rivina humilis, Phytolaccacea, taraxerol, espinasterol, octacosanol.
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1 INTRODUCCION

Rivina humilis (Phytolaccaceae) es una planta herbacea anual o por lo general perenne,
comunmente sufruticosa de 30-50 cm de alto, pero puede llegar a medir hasta 120 cm. Presenta
tallos ramificados, ascendentes, verdosos, a veces con franjas verticales y paralelas entre si, rojizas
a amarillentas, ligeramente estriados, glabros a glabrescentes con pelos simples y cortos. Las hojas
son alargadas y puntiagudas, suelen estar ampliamente espaciadas, miden de 4.0-12.0 cm de largo
y 1.5-4.0 cm de ancho, ambas superficies son glabras o puberulentas especialmente a lo largo de las
venas. Sus inflorescencias son en forma de racimos simples; es una especie caracteristica de la
vegetacion secundaria derivada del bosque tropical caducifolio y subcaducifolio, asi como de
algunos encinares y matorrales xerdéfilos. Florece a lo largo de todo el afio, de preferencia entre junio
y diciembre. Distribuida desde el sur y suroeste de Estados Unidos hasta Argentina, incluyendo Las
Antillas; introducida y naturalizada en el Antiguo Mundo; es utilizada en otros paises como
ornamental por sus inflorescencias y frutos coloridos. Es una planta de amplia tolerancia ecoldgica
y sin problemas de supervivencia en el presente.!?

R. humilis es conocida comdnmente en México, como chilocuaco, coralillo, jala tripa,
bajatripa o hierba del susto, entre otros, es una especie empleada en Medicina Tradicional,
principalmente en la curacion del “espanto” y en el tratamiento de enfermedades de tipo nervioso,
como la ansiedad y la epilepsia, ademas de afecciones como la diarrea, ictericia, mordedura de
serpientes, etc.>*

Pocos estudios han sido realizados a esta especie, entre ellos, se puede mencionar el reporte
que sefiala que posee una ligera actividad bacteriostatica contra Escherichia coli, Salmonella
typhimurium, Pseudomona aeruginosa, Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus aureus y
Enterococcus faecium;® en otro, se refiere a la ausencia de actividad antifingica del extracto
hidroalcohdlico de la parte aérea de esta especie contra Candida albicans, Aspergillus fumigatus,
Histoplasma capsulatum y Coccidioides immitis; asi como la carencia de toxicidad del mismo
extracto contra larvas de Artemia salina.® Igualmente, se ha evaluado la toxicidad del jugo del fruto,
debido a su potencial uso en la industria alimentaria como fuente de un colorante de la familia de
las betalainas; y, mediante pruebas de toxicidad aguda, subaguda y subcrénica en ratas, se concluyé
que la administracion del jugo del fruto de R. humilis no produce alteraciones a la homeostasia
bioquimica, por lo que se considera que su consumo es seguro, sin producir efectos adversos al
organismo.” A partir del fruto, se aisld y caracterizd una betaxantina denominada humilixantina;® y
se caracterizaron diez pigmentos tipo betalaina con poder antioxidante mayor al del acido

ascorbico.®
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Estudios quimicos incipientes realizados a esta especie por nuestro grupo de trabajo, dieron
como resultado el aislamiento de espinasterol de los extractos de raiz.!® Continuando con la
investigacion de los extractos de esta especie, en el presente trabajo se describe el estudio quimico
de la fraccion apolar del extracto metandlico de hoja (EMRhH), que es la parte empleada en
Medicina Tradicional en México,* con la finalidad de aislar, purificar y dilucidar las estructuras de
los metabolitos secundarios contenidos en el EMRhH, que pudieran estar relacionados con la

actividad bioldgica que se le atribuyen a esta especie vegetal.

2 MATERIALES Y METODOS
Obtencion y preparacion de la muestra

El material vegetal de R. humilis, se recolectd en marzo de 2013 en Jalcomulco, Ver.,
México. Un espécimen se depositd en el herbario del Centro de Investigaciones Bioldgicas de la
Universidad Veracruzana, con el nimero de folio 14663, para su autenticacion. El material vegetal
fue separado en raiz, tallo y hoja, secandose cada una de éstas por separado.

Purificacion de disolventes
Los disolventes empleados, hexano (Hx), cloroformo (CHCIs), acetato de etilo (AE) y
metanol (CH3OH), se purificaron por destilacién con columnas de rectificacion.

Obtencion de los extractos

La hoja, seca y molida (452 g) se extrajo, por maceracion con metanol hasta agotamiento,
obteniéndose el extracto metandlico (153 g, EMRhH), por filtracidon del material vegetal y, posterior
recuperacion del disolvente.

La fraccion apolar (FAEMRhH, 10.3 g) se obtuvo mediante lavados sucesivos con CHCI3
del EMRhH (15 g EMRhH) y concentracién del filtrado cloroférmico.

Cromatografia en columna

Para la separacion y purificacion de los metabolitos presentes en la fraccion apolar
(FAEMRhH) se utiliz6 la cromatografia en columna abierta (cc), usando gel de silice 60 Merck
(0.063-0.200 mm) y columnas de vidrio de diferentes didmetros dependiendo de la cantidad de

muestra por separar/purificar.
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Cromatografia en capa delgada

Para el monitoreo de las fracciones y/o mezclas de compuestos obtenidos mediante la cc, se
utilizo la cromatografia en capa delgada (ccd), empleando cromatofolios Merck de gel de silice 60
Fass y diferentes mezclas de disolventes como eluyentes. Los agentes cromogénicos que se
emplearon fueron: luz ultravioleta de onda larga (365 nm) y de onda corta (254 nm), asi como CoCl»
al 2 % en H2SO4 al 10 %.

Elucidacion estructural por RMN

Los espectros de Resonancia Magnética Nuclear de proton (RMN-H) y de carbono-13
(RMN-3C), asi como los bidimensionales (HSQC, COSY y HMBC), se realizaron en la Unidad
SARA de la UV, en un espectrémetro Agilent Technologies, Modelo DD2 de 500 y 125 MHz,
respectivamente, empleando CDCIz como disolvente y, como referencia interna, TMS.

Los puntos de fusidn (pf) se determinaron en un aparato Fisher-Johns y no estan corregidos.

Purificacion de la FAEMRhH

La separacion de la fraccion FAEMRhH se llevo a cabo mediante cc, utilizando gel de silice
60 y como eluyentes los disolventes y mezclas de los mismos en orden de polaridad creciente de Hx
y AE, y, finalmente, CH3OH.

Las fracciones obtenidas fueron comparadas, y en su caso reunidas, de acuerdo con las
observaciones en ccd. De esta manera se obtuvieron 50 fracciones de 250 mL cada una, las cuales
se reagruparon en 6 concentrados: 1-10, 11- 18, 19-27, 28-30, 31-39 y 40-50.

3 RESULTADOS Y DISCUSION

La fraccion soluble en CHCIs del EMRhH (FAEMRhH) se sometio a una separacion por cc
utilizando Hx y mezclas de Hx y AE, aumentando gradualmente la polaridad. De las fracciones
eluidas con Hx-AE 95:05 v/v, concentrado 11-18, se obtuvo un sélido amorfo que revel6 de color
rosa palido en rf= 0.47 en Hx-AE 8:2 v/v. El espectro de RMN-'H en CDCls; mostrd sefiales
caracteristicas de un triterpeno, como las doble de dobles en 6 3.20 y 5.54 para el proton de la
posicién 3y el vinilico en la posicion 15, respectivamente, ademas de la presencia de un alcohol de
cadena larga por la sefial triple en 3.63 ppm y la simple aguda en 1.25 ppm, asi como las sefiales
simples para los metilos en 6 0.98, 0.80, 0.93, 0.91, 1.09, 0.82, 0.95 y 0.91. EIl espectro de RMN-
13C corrobor6 la presencia de los carbonos vinilicos en 157.95 y 116.58 ppm para las posiciones
C14 y C15, respectivamente, del triterpeno y, al mismo tiempo, que se trataba de una mezcla. Los

datos espectrales de esta mezcla concuerdan con los reportados para el taraxerol*' y para el
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octacosanol.'>!3 En las Tablas 1y 2 se presentan los desplazamientos de hidrdgenos y carbonos de
estas moléculas.

En las fracciones eluidas con Hx-AE 90:10 v/v, concentrado 19-27, se observo un solido,
que al recristalizar de Hx-CHCl3, formo agujas finas de color blanco con punto de fusion de 158-
160°C. El espectro de RMN-H mostro las sefiales caracteristicas de esteroles entre § 2.1 y 0.5,
destacando sefiales simples en 6 0.5 y 0.8, ademas de dos sefiales dobles en 6 0.8 y 1.0, y dos
vinilicas, doble de dobles, en 6 5.1 y 5.0. La comparacion de estos datos espectrales con los de la
literatura,'®141® ademas, de una ccd comparativa con una muestra auténtica de espinasterol
demostroé que se trataba del mismo compuesto (Ver Tabla 1).

De las fracciones eluidas con Hx-AE 80-20 v/v, concentrado 28-30, se logrd purificar un
solido de color crema, en forma de prismas, con un punto de fusion de 138-140°C. El espectro de
RMN-1H, en CDCls, mostrd la presencia de dos protones vinilicos, dos sefiales doble de dobles, en
7.64 y 6.30 ppm con una constante de acoplamiento de 15.9 Hz, ademéas de un anillo aromatico
disustituido en para por las constantes de acoplamiento de los protones aromaticos (8.72 Hz),
ademas de un metoxilo en 3.79 ppm. El espectro de RMN-3C, revel6 un carbonilo de éster, en
167.98 ppm, los carbonos vinilicos en 144.64 y 115.16 ppm y los aromaticos, igualmente, corrobord
la presencia del metoxilo en 51.65 ppm. La identificacion de este metabolito se realiz6 por la
comparacion de estos datos espectrales con los del 4-hidroxicinamato de metilo.}”8 Ver Tabla 3.

En relacién a la bioactividad que pueden presentar los metabolitos aislado en la presente
investigacion, se puede mencionar que, el taraxerol ha mostrado actividad antiinflamatoria,*®
inhibicion de la actividad de la aceticolinesterasa (AChE) en animales indicando que este metabolito
tiene una actividad antiamnésica que puede tener valor terapéutico significativo para aliviar ciertas
alteraciones de la memoria observadas en la enfermedad de Alzheimer.2%?! En cuanto al
espinasterol, se puede mencionar que posee efectos farmacoldgicos benéficos, pues existen en la
literatura reportes como antiinflamatorio, antiulceroso, antihiperalgésico, anticonvulsivo vy
antioxidante;?*-?6 ademas, se descubrid que se puede usar como un nuevo antagonista selectivo del
receptor transitorio potencial vaniloide 1 (TRPV1) para el tratamiento de trastornos mentales.?”?
En cuanto al octacosanol, investigaciones han demostrado que posee propiedades reductoras del
colesterol, antiagregantes, citoprotectoras, ergogénicas, neuroldgicas, antioxidantes y protectoras
contra el parkinsonismo,?®-3! incluso existen suplementos dietéticos que lo contienen ya disponibles
en el mercado, sobre todo estadounidense.*? Por otro lado, Garcia Cordero y col.,® opinan que los
hidroxicinamatos presentan un complejo y multifactorial efecto con capacidad de mejorar las
distintas disfunciones metabdlicas asociadas a la obesidad, como pueden ser dislipidemia,

resistencia a la insulina, asi como inflamacion; sin embargo, y debido a que casi todos los estudios
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se han realizado con animales, proponen que es necesario aportar evidencias cientificas que
provengan de estudios en seres humanos, para asi evidenciar su potencial como herramienta
nutricional en el manejo de enfermedades cardiovasculares, diabetes tipo 2, obesidad o el sindrome
metabolico.

En las Tablas 1, 2 y 3, se muestran todos los datos espectrales de los compuestos aislados,
ello de acuerdo con la literatura consultada.!!8

En la Figura 1 se muestran las estructuras de los metabolitos aislados en la presente

investigacion.

4 CONCLUSIONES

De la fraccion soluble en CHCIz del extracto metandlico de hoja de Rivina humilis
(FAEMRhH) se aislaron una mezcla de octacosanol y taraxerol, espinasterol y 4-hidroxicinamato
de metilo.

La dilucidacion estructural de estos metabolitos se realizé por RMN, en algunos casos con
la comparacion del punto de fusion y asi como por una ccd con una muestra auténtica.

Los metabolitos secundarios aislados en esta investigacion, taraxerol, octacosanol,
espinasterol y 4-hidroxicinamato de metilo, sefialan la posibilidad de aplicacion farmacoldgica que
R. humilis posee, especificamente la hoja de esta especie, por lo cual la investigacién quimica de

los extractos continla.
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Tabla 1. Datos espectrales para Taraxerol y Espinasterol.

Taraxerol Espinasterol
RMN-3C DEPT RMN-1H RMN-13C DEPT RMN-TH
9, ppm, (J, Hz) 8, ppm, (J, Hz)
1 37.69 CH: 191dd, 1.61m 37.13 CH: 1.83-1.10m
2 27.13 CH: 1.60m 31.43 CH: 139-181m
3 7891 CH 318dd(44 11.1) 7095 CH 360m
4 3896 C 3792 CH: 129-173m
5 55.51 CH 0.79 dd (2.38, 12.18) 40.16 CH 140m
6 18.77 CH: 162m 145m 29 54 CH: 1.76 m
7 3510 CH: 101m, 136m 117.39 CH 516 m
8 3874 C 139.48 C -
9 4873 CH 095m 4937 CH 165m
10 3576 C 3413 C -
11 1748 CH: 163m 145m 21.53 CH: 148-158m
12 37.72 CH: 095m 3945 CH: 1.24-2.01
13 37.54 C 4325 C -
14 157.95 C 55.05 CH 183m
15 116.58 CH 5.54dd (3.24, 8.18) 23.00 CH: 1.40-150m
16 36.65 CH: 131m_ 09 m 28.45 CH: 1.29m
17 3798 C 55.85 CH 1.27m
18 4926 CH l4lm 1199 CH: 055s
19 41.30 CH: 203dt(332,1275),135m 1296 CH: 080s
20 2878 C 40.72 CH 204 m
21 3368 CH: 16l m 21.35 CH: 1.03d(6.6)
22 33.07 CH: 1535m 135m 138.09 CH 5.16dd (89,15.1)
23 2797 CH: 098 s 12939 CH 503dd(89,15.1)
24 1542 CH: 0.80s 51.18 CH 1.53m
25 1540 CH: 093 3179 CH 1.53m
26 29 89 CH: 091 s 1891 CH: 0.80d(64)
27 2588 CH: 1.09 s 21.06 CH: 085d(64)
28 29 80 CH: 082s 2531 CH: 1.17-142m
29 3332 CH: 0955 12.15 CH: 0.81t(7.3)
30 2129 CH; 091s

Tabla 2. Datos espectrales para Octacosanol (C2sHsgO)

. .. RMN-H RMN-BC
Posicion DEPT (5, ppm) (, ppm)
1 CH: 364t (J=6.6 63.09
Hz)
2 CH: 1.37m 3282
3 CH: 134m 2572
4-25 CH: 134-123m 29.34-29 68
26 CH: 1.28m 3191
27 CH: 1.26 m 2267
28 CH: 088t(J=6.9 14.08
Hz)
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Tabla 3. Datos espectrales para 4-hidroxicinamato de metilo

3BC  5!H(Hz) IH1H HMBC

1 127.17 6.85, 6.30, 7.64
2/6 12995 743d(8.72) 7.64.6.85 7.63,7.43
3/5 11585 6.85d(8.72) 7.43,5.83 6.85,7.43

4 15772 7.43, 6.85

1" 14464 7.64d(15.94) 6.30,6.85,7.43 743

27 11516 630d(15.95) 7.64 7.64. 6.30
3T 16798 7.64, 630, 3.79
4 5165 3.79s 3.79

5.83 br (OH) 6.85

Figura 1. Estructuras de los metabolitos aislados.

-
-
-
-
-
-
-

HO

Taraxerol

4-hidroxicinamato de metilo

HO

Espinasterol

Brazilian Journal of Animal and Environmental Research, Curitiba, v.5, n.3, p. 2603-2613, jul./set., 2022



