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Resumen

De un estudio fitoquimico y farmacologico de las hojas de Wigandia caracasana Kunth, se reporta el aislamiento de
cinco compuestos del extracto de acetato de etilo, caracterizados mediante las técnicas de espectroscopia de RMN-
'H y RMN-'3C de una y dos dimensiones y espectrometria de masas. Dos de los compuestos son reportados por pri-
mera vez para la especie y para el género: n-butil-4-metoxifeniléster(1) y wigancaracasanol (2). Adicionalmente, se
aislaron los flavonoides: quercetina-3-O-glucésido (3), kaemferol-3-O-glucésido (4) y el 3,5-dihidroxi-7,4’-dimetoxi-
kaemferol (5). Se demuestra la toxicidad aguda (DTsg, 57 mg/Kg) del extracto acuoso de las hojas de W. caracasana
en ratones, asi como el efecto colinérgico, histaminérgico y nicotinico sobre el ileon aislado de cobayo. Igualmente
el extracto bloqued la respuesta hipertensora inducida por la inmovilizacién forzada.
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Abstract

From a phytochemical and pharmacological study of extracts Wigandia caracasana Kunth leaves, we report the isolation of five
compounds from the ethyl acetate extract, which were characterized by spectroscopic techniques 'H-NMR, !3C-NMR of one and two
dimensions and mass spectrometry. Two of the compounds are reported for first time for the species and for the genus: n-butyl-4-
metoxifeniléster (1) and wigancaracasanol (2). Additionally, the flavonoids: quercetin-3-O-glucoside (3), kaemferol-3-O-glucoside
(4) and 3,5-dihydroxy-7, 4’-dimetoxikaemferol (°) were isolated. We report acute toxicity (DTs, 57 mg/Kg) in mice of W. caracasana
leaves aqueous extract. In addition we demonstrate that the contractile action of W. caracasana on isolated guinea pig ileum is me-
diated through muscarinic, nicotinic and histaminergic receptors. Finally, it is shown that W. caracasana inhibits the pressor res-
ponse induced by forced immobilization.

Introduccién

Key words: Wigandia caracasana, acute toxicity, flavonoids.

La familia Hydrophyllaceae consta de 18 géneros
y 300 especies, las cuales crecen principalmente en
las zonas templadas de América. En Venezuela exis-
ten s6lo dos géneros: Wigandia e Hydrolea, siendo
W. caracasana Kunth la tinica especie del género
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presente en Venezuela (Constance y col., 1982). Las
especies de la familia Hydrophyllaceae han sido es-
tudiadas por sus propiedades alergénicas. Algunas
de las plantas del género Phacelia (P. crenulata y P.
viscida) contienen geranilhidroquinona, un indica-
dor de alergenicidad (Reynolds y col., 1979). El géne-
ro Wigandia Kunth ex HBK. comprende 6 especies
ampliamente distribuidas en México, América Tropi-
cal hasta Pert1 y al este de las Indias Occidentales.
Estudios realizados con ciertas especies han permi-
tido el aislamiento de otros tipos de compuestos
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como flavonoides y terpenoides. Del extracto cloro-
féormico de las hojas de Wigandia kunthii Choisy se
aislaron los flavonoides 5,4’-dihidroxi-7-metoxifla-
vona y 5,4’-dihidroxi-6,7-dimetoxiflavona, asi como
los terpenoides farnesil- hidroquinona y wigandol
(Gémez y col., 1980). Wigandia urens (Ruiz & Pav.)
Kunth mostro6 ser rica en flavonoides y poseer activi-
dad sobre los receptores de la proteina quemokina
CCRS5. El estudio biodirigido del extracto de CH,Cl,:
MeOH de los vastagos de esta planta permiti6 el ais-
lamiento de dos nuevos compuestos tipo pirano: 2,3-
dihidroxi-4-metoxi-6,6,9-trimetil-6H-dibenzo(b,d)pira-
no y 8-metoxi-2-metil-2-(4’-metil-3’-pentenil)-2H-1-
benzopirano-6-ol junto con el acido-4-metoxi-3-(3’-
metil-2-butenil)benzoico. La actividad del ensayo en
CCR5 mostro valores de ICsq entre 33,46 y 26,00 pM
(Caoy col., 2003).

Se han realizado estudios de W. caracasana Kunth
con la finalidad de determinar si posee actividad aler-
génica. En un estudio de las glandulas de esta planta
se report6é 6 compuestos, a saber: las benzoquino-
nas: quinona A, quinona B; farnesilhidroquinona,
wigandol; metilwigandol y geranilhidroquinona. En el
mismo se encontr6 que solo la quinona A, la farnesil-
hidroquinona y el wigandol eran fuertes causantes de
dermatitis alérgica por contacto (DAC) (Reynolds y
col., 1981). En vista de estos antecedentes, se plan-
te6 la necesidad de analizar las hojas de W. caraca-
sana a fin de determinar la presencia de metabolitos
alergénicos reportados para la misma especie de
otras latitudes y para otras especies del género y de
la familia, asi como realizar una discriminacion far-
macoloégica para determinar si la planta posee algun
tipo de actividad bioldgica titil terapéuticamente.

Materiales y métodos
EsTuDIOS QUIMICOS

Cien gramos (100 g) de las hojas secas y molidas
de W. caracasana fueron sometidas a extraccion con-
tinua en soxhlet con etanol. Una vez evaporado el
solvente a presion reducida, el material se disolvié en
metanol/agua 1:1 y se realizaron particiones utilizan-
do solventes de polaridad creciente: hexano, dicloro-
metano y acetato de etilo, para obtener las diferentes
fracciones organicas. La evaporacion de los solven-
tes a presion reducida dio como resultado 0,65, 1,51
y 3,76 g de las fracciones organicas, respectivamen-
te. Se analizo la fraccion de acetato de etilo por con-
tener mayor niimero de compuestos y por ser el de
mayor peso. La fraccion de acetato de etilo, 1,5 g, se
separ6é mediante la técnica de cromatografia de co-
lumna utilizando 60 g de silica gel como adsorbente
y guiado por la técnica de cromatografia de capa fina
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(CCF) en silica gel. Se recolectaron 300 fracciones de
25 ml cada una, 15 fracciones eluidas con CH,Cl,,
35 con CH,Cl,/AcOEt 10%, 40 con CH,CIl,/
AcOEt 20%, 50 con CH,Cl,/AcOEt 50%, 50 con
CH,Cl,/AcOEt 70%, 70 con AcOEt 100% y 40 con
AcOEt/MeOH 10%. Las fracciones fueron combina-
das en grupos de acuerdo a los resultados de la CCF.
El estudio de las fracciones obtenidas dio como re-
sultado el aislamiento de cinco (5) compuestos: el
n-butil-4-metoxifenil éster (1) (Alper y col.,1970,
(AIST: SDBS !3C N° 1785CDS-05-001), obtenido de
las fracciones 23-29 (10 mg) un difeniléster derivado
del acido rosmarinico denominado wigancaracasanol
(2) (Igbal, 2004; Kelly y col, 1976; Mitray col., 2005;
Amani, 2000 y Ren-Wang y col., 2005) de las fraccio-
nes 59-62 (20 mgq) y los flavonoides: quercetina-3-O-
glucosido (3) (Agrawal, 1989) de las fracciones 200-
209 (8 mg), el kaemferol (4) y el 3,5-dihidroxi-7,4’-
dimetoxikaemferol (5) (Agrawal, 1989, Bong y col,
2006, Abdul, 1999 (http://eprints.hec.gov.pk/720/1/
561.htm)de las fracciones 220-230 (15 mg). Las
estructuras de los compuestos fueron propuestas a
partir de los datos espectroscopicos de una y dos
dimensiones, los de espectrometria de masas y la
comparacion con datos reportados en la literatura.

PROCEDIMIENTO GENERAL

El espectro IR se tomo en un espectrometro
SHIDMAZU 470. Los espectros de RMN se realizaron
en un espectrometro a 270 MHz con: acetona-d-¢, pi-
ridina-dg y CDCl5 como solventes y TMS como estan-
dar interno. Los espectros de masa se realizaron en
un espectrometro de masas VARIAN Saturno 2000 y
los analisis de cromatografia de columna se realiza-
ron con silica gel 60 de la casa Macherey y Nagel 516
Duren con tamano de particula 0,063 - 0,2 Mesh co-
mo adsorbente y guiado por la técnica de cromato-
grafia de capa fina (CCF) en silica gel 60 F,54, como
adsorbente, soportada en aluminio (Merck).

DATOS ESPECTROSCOPICOS DE LOS COMPUESTOS

n-Butil-4-metoxifenil éster (1): aceite de color
ambar. RMN-'H (CDCl5), 'H dppm: 7,89 (2H, d, J =
8,64 Hz, H-2', 6°); 6,82 (2H, d, J = 8,64 Hz, H-3", 5');
3,83 (3H, s, CH50 C-4’). RMN-13C (CDCl5), '3C dppm:
171,2 (CO); 65,9 (C-1); 31,7 (C-2); 22,7 (C-3); 14,2
(C-4); 121,2 (C-1°); 132,5 (C-2/,6°); 115,4 (C3’, 5°);
161,4(4’); 51,9 (OCH5, C-4’). EM de ionizacién qui-
mica m/z: 208; 108(100%) y 152.

Wigancaracasanol (2): aceite color ambar.
RMN-'H (acetona-dg), 'H d ppm: anillofeniletil: 6,67
(1H,dd, J=8,15y 1,73 Hz, H-6"); 6,77 (1H, d, J =
7,93 Hz, H-5"); 8,86 (1H, d, J = 1,73 Hz, H-2'); 5,24
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(IH,m,J=4,1y8,0Hz, H8)y 3,10 (m, 1H, J=4,1
y 8,0 Hz, H-7’). Anillo feniletilen acrilato: 6,27 (1H, d,
J =15,82 Hz, H-a); 6,87 (1H, d, J = 7,91 Hz, H-5);
7,06 (1H,dd, J=8,15y 1,73 Hz, H-6); 7,17 (1H, d,
J=1,73 Hz, H-2); 7,60 (1H, d, J = 15,82 Hz, H-p).
RMN-13C (acetona-dg), '3C dppm: anillo feniletil: 36,8
(C-7), 73,2 (C-8"), 128,4 (C-1"), 116,6 (C-2"), 143,9
(C-3%), 145,5 (C-4"), 115,4 (C-5"), 120,9 (C-6’). Anillo
feniletilén acrilato: 146,1 (C-7), 113,9 (C-8), 166,5
(C-9), 126,6 (C-1), 114,4 (C-2), 144,9 (C-3), 148,3
(C4), 115,7 (C-5), 122,2 (C-6). EM: m/z: (electrospray
en modo positivo y modo negativo): 358,93 (M-1) y
360,96 (M+1) y los fragmentos: 342,96; 196,94;
178,95y 162,94 (100 %). IR: (KBr, cm~!): 1742;
1729;1716; 1700 y 1684.

Quercetina -3-0-glucdsido (3): sélido de color
amarillo. RMN-'H (acetona-dg), 'H 8ppm: 12,76 (1H,
s, C-5); 7,61 (1H, d, J = 8,39 Hz, H-6"); 6,87 (1H, d,
J =8,39 Hz, H-5'); 6,32 (1H, s, H-8); 6,30 (1H, s, H-6);
5,68 (1H, d, J = 7,59 Hz, H-1); 4,2 - 3,4 (m). RMN-
13C (DMSO-dg), '3C dppm: 178,3 (C-4); 157,0 (C-2);
162,2 (C-5); 99,3 (C-6); 165,4 (C-7); 94,0 (C-8);
157,3 (C-9); 104,6 (C-10); 120,1 (C-1°); 115,5 (C-2');
146,2 (C-3"), 115,7 (C-5"); 123,3 (C-6°); glucosa:
104,9 (C-1); 72,9 (C-2); 74,9 (C-3); 69,3 (C-4); 77,2
(C-5); 61,4 (C-6).

Kaemferol-3-0-glucdsido (4): aceite de color
ambar. RMN-'H (acetona-dg), 'H dppm: 12,38 (1H,
s, C-5); 8,12 (2H, d, J =8,91 Hz, H-2’, 6'); 6,95 (2H,
d, J= 8,91 Hz, H-3’, 5’); 6,49 (1H, s, H-8); 6,25 (1H,
s, H-6); 5,25 (1H, d, J = 7,70 Hz, H-1); 4,2 - 3,4 (m).
RMN-!3C (DMSO-dg), !3C d ppm: 158,1 (C-2); 135,4
(C-3); 178,8 (C-4); 162,0 (C-5); 98,9 (C-6); 164,6
(C-7); 93,9 (C-8); 157,1(C-9); 105,2 (C-10); 121,6
(C-19; 131,3 (C-2"); 115,1 (C-3"); 160,3 (C-4");
115,1 (C-5°); 131,3 (C.6°); glucosa: 103,9 (C-1), 74,6
(C-2); 77,0 (C-3); 70,3 (C-4); 77,2 (C-5); 61,8 (C-6).

Kaemferol -3,5-dihidroxi-7,4’'-dimetoxifla-
vona (5): aceite color amarillo. RMN-'H (CDCl5), 'H
dppm: 12,82 (1H, s, C-5); 6,52 (1H, s, H-6); 6,57 (1H, s,
H-8); 7,79 (2H, d, J = 8,6 Hz, H-2’, 6'); 6,95 (2H, d, J =
8.6 Hz, H-3’, 5°); 3,95 (3H, s, OCH;, C-7), 3,91 (3H, s,
OCHj3, C-4").

Estudios de actividad biolégica
PREPARACION DEL EXTRACTO ACUOSO

Las hojas secas y molidas (100 g) se sometieron
a decoccién por 30 min con 500 ml de agua destila-
day se filtro, una vez obtenido el filtrado se sometio
a liofilizacién, obteniéndose (8,00 g; 8,0%).
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DETERMINACION DE LA DOSIS TOXICA 50 (DT50)
DEL EXTRACTO ACUOSO DE LAS HOJAS
DE W. CARACASANA

La DTs, se determind de acuerdo al método de
Litchfield y Wilcoxon (1948). Se emplearon ratones
(machos) de la cepa Balb/C con un peso de 19,16 +
0,23 g distribuidos al azar en grupos de seis anima-
les cada uno. Los ratones fueron suministrados por
el Instituto Nacional de Higiene «Rafael Rangel», Ca-
racas. Los animales tenian agua y alimento (Ratari-
na®) ad libitum hasta el momento del experimento.
Un grupo control fue tratado con solucion fisiologica
(NaCl, 0,9%) -y a los grupos experimentales se les
administraron las dosis de: 0,5, 1, 4, 8, 16, 32, 64,
128 y 256 mg/Kg del extracto acuoso liofilizado de
las hojas de W. caracasana. El extracto fue adminis-
trado por via intraperitoneal, en un volumen requisi-
to de 0,1 ml/10 g. Los animales fueron colocados en
jaulas de observacion y los efectos del extracto fue-
ron observados a los 10, 30 y 60 min después del
tratamiento. Se construy6 una curva de tiempo-efec-
to para estimar el tiempo de efecto pico (TEP) del ex-
tracto, siendo éste el tiempo al cual la mayoria de los
animales presento un efecto toxico en particular.

EVALUACION DEL EFECTO DEL EXTRACTO ACUOSO
LIOFILIZADO DE LAS HOJAS DE W. CARACASANA
SOBRE EL ILEON AISLADO DE COBAYO

Preparacion del ileon de cobayo: El ileon de
cobayo se obtuvo a partir del cobayo albino, hem-
bra, con un peso de 170 g. sometido a ayuno por
aproximadamente 12 h antes del experimento.
Posterior al sacrificio del animal mediante la expo-
sicion por via inhalatoria a éter etilico, se realiz6 la
extracciéon del ileon tal como lo describe Perry
(1968). Tras la exposicion del ileon mediante una
incision longitudinal en el abdomen, éste fue remo-
vido y cortado en secciones de aproximadamente
2 cm de longitud y colocado en solucion fisiologica
(NaCl 0,9%). Posteriormente fue limpiado de los res-
tos del tejido que lo rodeaba, manteniéndolo en
solucién de Tyrode (8 g NaCl; 0,2 g KCl; 0,2 g;CaCl,,
0,1 g MgCl,; 1 g NaHCOj3; 0,05 g NaH,PO,; 1g Gluco-
sa; y H,O destilada), burbujeada con carbégeno (O,
95% y CO, 5%). Seguidamente, cada seccion fue
fijada por un extremo a un soporte de vidrio y por el
otro extremo a un transductor de fuerza-desplaza-
miento (FT-03, Grass Instruments), y colocada en un
bano para 6rgano aislado en solucién de Tyrode
burbujeada con carbégeno a pH 7,4y a 37 °C. La
preparacion se dejo estabilizar durante 60 minutos,
lavandola cada 10 minutos con solucién de Tyrode.
Al ileon se le aplicé una tension basal de 1 g.
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Farmacos: Extracto acuoso de W. caracasana
(100 pg/ml, Img/mly 100 mg/ml); carbacol (cloruro
de carbamilcolina, 0,01 pg/ml); nicotina (2 pg/ml); his-
tamina (0,2 pg/ml); sulfato de atropina (0,01 pg/ ml),
bromuro de hexametonio (10 pg/ml) y cloruro de ci-
proheptadina (0,01 pg/ml).

Procedimiento: El experimento se llevd a cabo
siguiendo el protocolo descrito por Turner (1965). Se
ensayaron en primer lugar los agonistas carbacol,
histamina y nicotina en ausencia del extracto, para
obtener una respuesta control de cada agonista; en
segundo lugar los agonistas fueron evaluados en pre-
sencia del extracto de W. caracasana, a la concen-
tracién a la cual se observo un efecto (100 mg/ml), y
en tercer lugar se ensayo el extracto solo y en presen-
cia de los antagonistas: atropina, ciproheptadina y
hexametonio, respectivamente. Las respuestas fue-
ron registradas en un poligrafo digital isotonico, Mo-
delo 7400 (Grass Astro-Med, Inc., Mass).

EFECTOS DEL EXTRACTO ACUOSO LIOFILIZADO
DE LAS HOJAS DE W. CARACASANA SOBRE

LA RESPUESTA CADIOVASCULAR INDUCIDO

POR LA INMOVILIZACION FORZADA

Animales y procedimiento

Se emplearon ratas macho, de la cepa Sprague-
Dawley de 224 + 8,87 g de peso corporal, proce-
dente del Bioterio del Instituto Nacional de Higiene
«Rafael Rangel», Caracas. Las ratas fueron manteni-
das bajo condiciones controladas de luz y tempera-
tura y con libre acceso al agua y a la Ratarina® ad
libitum. Todos los métodos y protocolos fueron revi-
sados y aprobados por la Comision de Bioterio de la
Facultad de Farmacia, Universidad Central de Vene-
zuela, Caracas, Venezuela.

El registro de los parametros cardiovasculares,
presion arterial sistolica y diastolica (PAS y PAD) y la
frecuencia cardiaca (FC) expresada en latidos por mi-
nuto (l.p.m.) fueron realizados en ratas conscientes
por un método no invasivo, durante tres dias conse-
cutivos, mediante el uso de un plestimografo digital
de cola (LE 5000, LETICA Scientific Instruments).

El dia del experimento se determiné la presién
arterial y frecuencia cardiaca basal (basal-1) y se-
guidamente los animales fueron divididos en tres
grupos: Control: animales que solo se les administrd
el vehiculo por via oral (intragastrica) o por via in-
traperitoneal, segun el caso (N=6), valsartan: ani-
males que se les administré valsartan, a una dosis
de 10 mg/kg por via intragastrica (N=5) y extracto de
W. caracasana: animales que recibieron 1/2 de la
DTsq del extracto de W. caracasana (N=3).
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Una hora después se determiné la PAS, PAD, PAM
y la FC (basal 2), luego se procedi6 a la aplicacion
del estrés. Para ello, las ratas fueron inmovilizadas
en posicion dorsal, fijando sus extremidades a una
base metalica plana, y manteniendo inmévil la cabe-
za con cinta adhesiva. El estrés fue inducido entre
las 9:00 y las 11:00 horas, durante dos horas. Una
vez finalizado este periodo se determind inmediata-
mente los parametros cardiovasculares (Kvetnansky
y Mikulaj, 1970).

Los datos fueron expresados como la media +
E.E.M de la presion arterial media (PAM), esta ultima
calculada como la suma de la presion diastolicay un
tercio de la presion diferencial. Las diferencias entre
los grupos se evaluaron mediante el analisis de
varianza de una via (ANOVA). Se considerdé como sig-
nificativo un valor p < 0,05.

Resultados y discusion

Del extracto de acetato de etilo de las hojas de
V. caracasana se aislaron 5 compuestos mediante
cromatografia de columna en silica gel. Las estructu-
ras de los compuestos fueron elucidadas por anali-
sis de espectrometria de masas y mediante RMN-'H
y -13C. El espectro de masas del compuesto 1 (figura
1) dio un pico de relacion m/z 208 correspondiente
a una férmula molecular C,,H;05. En el espectro
de RMN-!3C se observan 12 senales de carbono. El
experimento DEPT analizado con !3C indicoé la pre-
sencia de 3 carbono cuaternario, uno tipo éster, 2
senales de carbonos aromaticos tipo metinicos, 3
metilenos, un metil y un metoxi. El espectro de RMN-
'H del compuesto 1 mostré dos dobletes centrados
en 7,89y 6,82 ppm (J = 8,6 Hz) que integran para
dos protones cada uno. En 4,30 ppm un triplete
asignado al CH, unido a un oxigeno, en 3,83 ppm
una senal caracteristica de grupo metoxi (CH50),
senales metilénicas y metilica entre 2,17 y 1,20
ppm. Sobre la base de los datos espectroscépicos
del compuesto 1 y la comparacién de los valores
con aquellos encontrados en la literatura para el
n-butil-p-hidroxiboenzoato (Nacional Institute of
Advanced Industrial Science and Technology (AIST)
SDBS !3C NMR N° 1785CDS-05-001) y el 4-cloro-1-
pentil-p-metoxibenzoato (Alper y col., 1970), se evi-
dencié que el compuesto 1 se trata del n-butil-4-
metoxifeniléster, siendo este el primer reporte del
aislamiento del compuesto para la planta W. cara-
casana.

La espectrometria de masas electrospray del
compuesto 2 (figura 2) en modo negativo revel6 un
ion molecular m/z 358,93 (M - 1) y en modo positi-
vO un ion molecular 360,96 (M+1) correspondiente
a una férmula molecular C,gH;gOg. El espectro de
IR(KBr, cm™') mostré bandas en 1742 y 1729 carac-



ESTUDIO FITOQUIMICO DEL EXTRACTO DE ACETATO DE ETILO Y ENSAYOS FARMACOLOGICOS DEL EXTRACTO ACUOSO DE HOJAS DE WIGANDIA CARACASANA KUNTH (HYDROPHYLLACEAE)

H

0 ; o o ,
3 1 ! Rl
N ! 3 N 0" N ;
O 8 9 '
4 2 i 4 o) 4
2 A '
, 4 HO™ 3 H 2 ) OH
6 3
; OCHj; Ol OH

n-Butil-4-metoxifeniléster(1)

OH OH
oo S : (]
‘ \ OH HO. 0. |
O—Glucosa O—Glucosa
OH O OH O

Quercetina-3-0-glucésido (3)

Wigancaracasanol (2)

Kaemferol 3- O- glucésido (4)

OCH;3

3,5-dihidroxi-7,4’-dimetoxikaemferol (5)

Figura 1. Compuestos aislados del extracto de acetato
de etilo de las hojas de W, caracasana Kunth
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Figura 2. Tiempo de efecto pico inducido por el extracto
acuoso de W. caracasana para el sindrome de contorsion.
Se administraron dosis de 0.5, 1, 4, 32, 64, 128y 256
mg/Kg peso a cada grupo. Se observa que a los 30 min.
la mayoria de los grupos presento el sindrome
de contorsion como efecto téxico agudo.

teristicas de carbonilo tipo éster, y en 1716, 1700 y
1684 senales de dobles enlaces. El espectro de
RMN-'H- mostré cuatro dobletes centrados en- 7,57
y6,31 ppm (J=15,8Hzc/u), 7,17 ppm (J=1,7 Hz) y
6,86 ppm (J =7,9 Hz) y un doblete de dobletes en
7,02 ppm (J = 1,7 y 8,2 Hz), dos dobletes en 6,86
ppm (J = 1,7 Hz) y 6,76 ppm (J =7,9 Hz) ppm y adi-
cionalmente otro doblete de dobletes en 6,68 ppm
(J=1,7y 7,9 Hz). Estos grupos de senales sugirieron
que el compuesto 2 posee dos anillos aromaticos
con patron de sustitucion tipo AMX, dos multipletes
centrados en 5,24y 3,10 ppm con J = 4,1 y 8,0 Hz,
respectivamente. El espectro de RMN !3C revel6 la
presencia de 17 senales. El experimento DEPT indi-
c6 que 8 senales son metinicas tipo aromaticas y
olefinicas entre 146,1 — 113,9 ppm, una senal meti-
nica en 73,2 ppm y una metilénica en 36,7 ppmy 6
senales de atomos de carbono cuaternario y una se-
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nal de carbono carbonilico tipo éster en 166,5 ppm
de doble intensidad. En el espectro de correlacién
HETCOR se observan las correlaciones de la senal
en 36,7 ppm con el multiplete en 3,10 ppm, la se-
nal en 73,2 ppm se correlaciona con el multiplete
en 5,22 ppm. En el experimento FLOCK se observan
las correlaciones: C-1® H-8, C-1® H-5, C-1® H-6, C-1®
H-7, C-2® H-7, C-2® H- 6, C-6® H-2, C-6® H-7; C-1'®
H-5', C-2"® H-6’, C-6'® H-5", C-7"® H-8’, C-7"® H-2", C-7"®
H-6’. C-1’® H-7’. Con todos estos datos se pudo con-
cluir que el compuesto 2 esta constituido por seis (6)
carbonos aromaticos tipo metinicos (CH), dos (2)
carbonos olefinicos tipo (CH), dos (2) carbonos car-
bonilicos tipo (COOR), seis (6) carbonos cuaterna-
rios, un (1) carbono metinico (CH) y un (1) carbono
tipo metileno (CH,). Los datos obtenidos del FLOCK
y la espectrometria de masas fueron importantes
para la asignacion de la union de las dos unidades
que constituyen el compuesto 2. La asignaciéon de
los valores de las senales observadas en los espec-
tros se llevdé a cabo por comparacién con datos
reportados de compuestos muy similares: el acido
rosmarinico (constituido por una unidad de acido
cafeico y una unidad de acido dihidroxifenillactico),
el cual ha sido aislado de plantas de diferentes fami-
lias, géneros y especies (Kelley y col., 1975; Mitray
col., 2005), teucrol (derivado descarboxi del acido
rosmarinico) aislado por primera vez de Teucrium
pilosum (Amani y col., 2000), el acido salvianico
(considerado como una hidratacion del acido ros-
marinico) aislado de Salvia miltiorrhiza (Ren-Wang
Jiang y col, 2005) y el anhidrido caféico (constituido
por dos unidades de acido caféico) aislado de Ehre-
tia obtusifolia (Igbal Kiran, 2004). Sobre la base de
los datos obtenidos y la comparacion con los datos
reportados se sugirié que el compuesto 2 podria tra-
tarse de un derivado del acido rosmarinico denomi-
nado wigancaracasanol 2. Este es el primer reporte
del aislamiento de wigancaracasanol de la planta IV.
caracasana, del género y la familia.

Los espectros RMN-'H de los compuestos 3, 4 y
5 (figura 1) mostraron senales caracteristicas de fla-
vonoides en 12,76; 12,39y 12,73 ppm para el gru-
po hidroxilo de la posicion 5, respectivamente. Los
compuestos fueron caracterizados por sus datos de
RMN-'H y -13C reportados en la literatura. El espectro
de protones del compuesto 3. En 8,12 ppm se obser-
va una senal para el protén de la posicién 2’, dos do-
bletes en 7,71 y 6,87 ppm (J = 8,4 Hz, H- 5" y H- 6),
dos singletes en 6,32 y 6,30 ppm (H-8 y H-6); en 5,68
ppm un doblete caracteristico de un protobn anomé-
rico y entre 5,66 a 3,89 ppm senales de tipo meti-
lénicas fueron observadas. El espectro de RMN-!3C
revel6 una senal en 178,3 ppm caracteristica del gru-
po carbonilo cetdnico a,b insaturado de flavonoides;
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tres senales en 123,3, 115,7y 115,53 ppm (C-6°, C-2’,
y C-5’) del anillo B, respectivamente. Las senales en
94,0 y 99,3 ppm corresponden a C-8 y C-6 del anillo
A. Entre 77,2 y 61,4 ppm se observaron 5 senales
caracteristicas de una glucosa, una de ellas corres-
pondiente a un carbono metileno en 61,4 ppm. Es-
tos resultados sugieren que el compuesto 3 es un
flavonoide y fue identificado por comparacién con
valores reportados en la literatura como quercetina-
3-O-glucosido (Agrawal, 1989).

El espectro de RMN-'H del compuesto 4 mostro
senales semejantes al compuesto 3, ya senalado
anteriormente, y dos dobletes en 8,11 y 6,95 ppm
(J = 8,9 Hz, H-2’, H-6" y H-3’, H-5’). Este patrén de
sustituciéon sugiere un sistema aromatico AA’BB’.
Dos singletes aparecen en 6,49 y 6,25 ppm H-8 y
H-6, y en 5,26 ppm la senal caracteristica del protén
anomérico de glucoésidos. El espectro de RMN-13C,
revelo la presencia de quince senales entre 178,8 y
93,9 ppm, dos de ellasen 131,353y 115,1 ppm corres-
pondientes a dos carbonos metinicos en las posicio-
nes 2, 6’y 3’, 5’. Adicionalmente, se observo sena-
les de una molécula de glucosa en 77,2y 61,9 ppm,
siendo la senal en 61,9 ppm correspondiente al car-
bono tipo metileno. Al tratarse de un flavonoide se
compard los valores obtenidos con aquellos reporta-
dos en la literatura y se identificd el compuesto 4 co-
mo kaemferol 3-O-glucésido (Agrawal, 1989).

En el espectro de RMN-'H del compuesto 5 se ob-
servan senales muy similares a las de los compues-
tos 3 y 4, ya senalado arriba, dos dobletes en 7,79 y
6,95 ppm cada uno con constante de acoplamiento
J = 8,6 Hz para los protones de las posiciones 2, 6" y
3’, 5" y dos singletes en 6,57 y 6,52 ppm de los pro-
tones de las posiciones 8 y 6 del flavonoide. A dife-
rencia de los compuestos 3 y 4, el espectro de RMN-
'H del compuesto 5 revelo la presencia de dos sena-
les en 3,95y 3,91 ppm, caracteristicas de los grupos
metoxi. La identificacion del compuesto 5 se llevo a
cabo por el analisis espectroscépico y la compara-
cion con datos reportados en la literatura para el
compuesto sintético 5,7-dihidroxi-3,4’-dimetoxiflavo-
na obtenido a partir de kaemferol (Bongy col., 2006)
y el natural 3,5-dihidroxi-7,4’-dimetoxiflavona (Abdul,
1999). Los resultados condujeron a identificar al
compuesto 5 como 3,5-dihidroxi-7,4’-dimetoxiflavo-
na. Este es el primer reporte del aislamiento de este
compuesto en la planta W. caracasana.

Actividad biolégica

DETERMINACION DE LA DOSIS TOXICA 50 (DTsg)
DEL EXTRACTO ACUOSO LIOFILIZADO
DE LAS HOJAS DE V. CARACASANA

La toxicidad observada en los grupos tratados
con el extracto acuoso liofilizado de las hojas de
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W. caracasana estuvo representada por el sindrome
de contorsién y se observo a las dosis: 1, 4, 32, 64,
128 y 256 mg/Kg. El grupo que recibio6 la dosis de
0,5 mg/Kg no present6 ningun efecto toxico, mien-
tras que la dosis de 256 mg/Kg produjo el sindrome
de contorsiéon en el 100% de los animales de ese gru-
po. Las dosis de 128, 64, 32, 4 y 1 mg/Kg, provoca-
ron este efecto en el 83,3%, 50,0%, 33,3%, 16,6%
y 16,6% de los animales, respectivamente (Figura 2).
El tiempo de efecto pico (TEP) fue a los 30 minutos.
La DTsq calculada por el método de Litchfield y Wil-
coxon fue de 57 mg/Kg (los limites fiduciarios esta-
ban entre 110,83y 30,35).

EFECTO DEL EXTRACTO ACUOSO LIOFILIZADO
DE LAS HOJAS DE W. CARACASANA SOBRE EL iLEON
AISLADO DE COBAYO

Como se observa en la figura 3, la administra-
cion del extracto de W. caracasana (100 mg/ml) pro-
dujo una respuesta contractil del ileo aislado de co-
bayo de 0,55 g. Por su parte, la adicién de carbacol
al ileon aislado de cobayo originé una respuesta
contractil de 0,65 g cuya magnitud fue similar a la
obtenida por la W. caracasana. La administracion de
carbacol se incremento significativamente cuando
se administré previamente el extracto acuoso de
W. caracasana llegando a valores de 1,08 g. Y final-
mente la pre-incubacién del ileo de cobayo con un
bloqueante del receptor colinérgico como lo es la
atropina inhibié completamente la respuesta con-
tractil inducida por la W. caracasana. Estos resulta-
dos sugieren que los componentes del extracto
acuoso producen contraccién a través de los recep-
tores muscarinicos.

Tension (g)

T

Wc CCh CCh Wc Hls Hls Wc Nic Nic Wc
+ +

Wc Atr

Wc Clpr Wc Hex

Figura 3. Efectos del carbacol, la histamina, la nicotina,
sus respectivos antagonistas y el extracto acuoso
de las hojas de W. caracasana sobre el ileon aislado
de cobayo. Wc: extracto acuoso de las hojas
de W. caracasana (100 mg/ml), CCh: carbacol
(0.01 pg/ml); Atr: atropina (0,01 pg/ml); His: histamina
(0.2 pg/ml); Cip: ciproheptadina (0,01 pg/ml);Nic: nicotina
(2 pg/ml); Hex: hexamentonio (10 pg/ml) (*p<0,05).
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Ahora bien, la administracion de histamina pro-
dujo contraccion del ileon aislado de cobayo (0,4 g).
La administracion previa del extracto de las hojas de
W. caracasana, origin6 una respuesta similar de la
histamina cuando se compara con la respuesta a la
histamina sola (0,55 g). La respuesta contractil del
extracto acuoso de W. caracasana fue bloqueada por
la ciproheptadina, un antagonista histaminérgico.
Esto sugiere que en la respuesta contractil del ex-
tracto acuoso podria estar mediado a través de la
estimulacion de receptores histaminérgicos.

La respuesta contractil del ileon de cobayo ante
la nicotina resulté notablemente alta (1,9 + 0,6 g)
en comparacion a la producida por el carbacol (0,65
+ 0,05 g), la histamina (0,4 = O g), y el extracto de
W. caracasana (0,43 + 0,16 g). La misma fue blo-
queada parcialmente por el extracto acuoso liofiliza-
do de las hojas de W. caracasana, pero dicho efecto
no fue significativo.

La adicién de hexametonio al tejido inhibi6é com-
pletamente la respuesta del extracto acuoso liofiliza-
do de las hojas de W. caracasana, lo que parece indi-
car que parte de las acciones contractiles del extrac-
to estan mediadas a través de receptores nicotinicos.

Tomados en su conjunto, los resultados obteni-
dos al evaluar el efecto del extracto acuoso liofilizado
de las hojas de W. caracasana en experimentos in vi-
tro sobre el ileon de cobayo permite sugerir un papel
de los metabolitos presentes en el extracto como
agonistas de los receptores muscarinicos, histamini-
cos y nicotinicos.

EFECTOS DEL EXTRACTO ACUOSO LIOFILIZADO
DE LAS HOJAS DE . CARACASANA SOBRE

LA RESPUESTA CARDIOVASCULAR INDUCIDO
POR LA INMOVILIZACION FORZADA

La figura 4 muestra los incrementos de la presion
arterial media inducido por la Inmovilizacion forzada
(IF) en animales control tratados con un bloqueante
del receptor AT, el valsartan, y con el extracto de
W. caracasana. Como se observa, la IF incremento sig-
nificativamente la presion arterial media en valores
de 52,71 mmHg. El pretratamiento con valsartan, no
solo inhibi6 el incremento de la PAM inducido por la
IF, sino que también desenmascar6 un efecto vaso-
depresor que se manifiesta con una reduccién de la
PAM de 17,18 mmHg, por debajo del valor basal. La
W. caracasana, por su parte, redujo significativamen-
te el incremento de la presion arterial inducido por la
IF, siendo el incremento de la PAM de 19 mmHg, el
cual fue 65% menor al observado en condiciones
controles. Ninguno de los pre-tratamiento afect6 sig-
nificativamente la presion arterial media basal.
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Figura 4. Efecto del extracto acuoso de W. caracasana
y el valsartan sobre la respuesta presora inducida por la
inmovilizacién forzada en ratas. Los resultados se expresan
como la media + E.E.M de N= 6, 5 y 3 para cada grupo,
respectivamente. *p<0,05 con respecto a los grupos
control y valsartan.

Conclusiones

Muchas de las especies de la familia Hydrophy-
llaceae son ricas en compuestos tipo alergénico
(Reynolds y col., 1979), flavonoides y terpenoides
(Gémez y col., 1980). En el estudio realizado con el
extracto acetato de etilo de las hojas de la planta
W. caracasana no se evidencio la presencia de meta-
bolitos tipo alergénico. En el aislamiento de los me-
tabolitos se encontré que los compuestos aislados
de las hojas no se ha reportado ninguno que presen-
te esa actividad. Se hace necesario ampliar la inves-
tigacion y analizar otras fracciones organicas de las
hojas de la planta donde pudiesen estar presentes
ese tipo de compuestos. De los resultados de los en-
sayos farmacolodgicos se encontré que el extracto
acuoso liofilizado de las hojas de la planta W. cara-
casana sobre el ileon de cobayo permiti6 atribuirle
un papel agonista de los receptores muscarinicos,
histaminicos y nicotinicos presentes en este tejido y
el estudio del efecto del extracto de W. caracasana
sobre la respuesta cardiovascular en estrés inducido
por inmovilizacion forzada indica que el extracto es
capaz de reducir la respuesta presora frente a un es-
timulo estresante como lo es la IF, sin afectar la pre-
sion basal, lo que sugiere que podria tener una apli-
cacion en la reduccion de los niveles incrementados
de la presion arterial inducidos por estimulacion del
sistema nervioso simpatico.
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