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Resumen 
 

La especie Heterotheca inuloides Cass. (Asteraceae), conocida popularmente como 

árnica mexicana, es una de las plantas nativas de México más utilizadas en la medicina 

tradicional. Las preparaciones de esta planta se utilizan tradicionalmente para tratar 

problemas dermatológicos, golpes, úlceras, diarrea, erisipela, fiebre y procesos 

inflamatorios. Los principales productos naturales de H. inuloides son sesquiterpenos, 

flavonoides y fitoesteroles. Se han aislado ciertos metabolitos de H. inuloides con 

propiedad antioxidante, antiinflamatoria, antimicrobiana y antinociceptiva. 

 

A partir de las flores de H. inuloides se aislaron los compuestos: 7-hidroxi-3,4-

dihidrocadaleno (1), 7-hidroxicadaleno (2), 3,7-dihidroxi-3(4H)-isocadalen-4-ona (7), ácido 

1R,4R-hidroxi-1,2,3,4-tetrahidrocadalen-15-oico (13), quercetina (23), caryolan-1,9-diol 

(17), éter 3,7,3‟-trimetílico de quercetina (27), éter 3,7,3‟,4‟-tetrametílico de quercetina 

(29), 7-(3,3-dimetil aliloxi) cumarina (62), espinasterol (80) y D-chiro-inositol (127), éter 

7,3‟-dimetílico de eriodictol (129). La actividad de los productos naturales y la de los 

compuestos semisintéticos 7-acetoxi-3,4-dihidrocadaleno (130), 7-benzoxi-3,4-

dihidrocadaleno (131), 7-acetoxicadaleno (132), 7-benzoxicadaleno (133), pentaacetil-

quercetina (134), 7-hidroxicalamenano (135), mansonona C (136) y 6-isopropil-4,9-

dimetilbenzo[c]oxepina-1,3-diona (137), preparados en el presente estudio, se evaluó en 

diferentes modelos biológicos. Algunos compuestos de tipo cadinano presentaron actividad 

en los ensayos de citotoxicidad, inflamación, inhibición de la peroxidación lipídica, anti-

Giardia intestinalis y anti-Helicobacter pylori, mientras que los compuestos de tipo 

flavonoide fueron activos en los ensayos de atrapamiento de especies reactivas de oxígeno 

(ERO), peroxidación lipídica, y sobrevida de Caenorhabditis elegans bajo condiciones 

normales y en condiciones de estrés.  

 

Este trabajo generó nuevo conocimiento científico sobre los metabolitos secundarios 

de H. inuloides y algunos derivados semisintéticos, particularmente mediante la evaluación 

de diferentes propiedades biológicas. 
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Abstract 
 

Heterotheca inuloides Cass. (Asteraceae), popularly known as árnica mexicana 

(name derived from the European species Arnica montana), is one of the Mexican native 

species more widely used in traditional medicine. Preparations of this plant are traditionally 

used for the treatment of pain and inflammatory processes, and also for dermatological 

problems, blows, ulcers, diarrhea, erysipelas, fevers, gastritis and renal problems. The main 

natural products from H. inuloides are sesquiterpenes, flavonoids and phytosterols. Several 

secondary metabolites from this species display antioxidant antiinflammatory and 

antinociceptive properties. 

 

Chemical analysis of the flowers of H. inuloides allowed the isolation of 7-hydroxi-3,4-

dihydrocadalene (1), 7-hydroxycadalene (2), 3,7-dihydroxy-3(4H)-isocadalen-4-one (7), 

1R,4R-hydroxy-1,2,3,4-tetrahydrocadalen-15-oic acid (13), quercetin (23), caryolan-1,9-

diol (17), quercetin-3,7,3‟-trimethyl ether (27), quercetin-3,7,3‟,4‟-tetramethyl ether (29) 7-

(3,3-dimetil aliloxy) cumarin (62), -spinasterol (80), D-chiro-inositol (127), eriodictyol-

7,3‟-dimethyl ether (129). The activity of these compounds as well as that of 7-acetoxy-3,4-

dihydrocadalene (130), 7-benzoxy-3,4-dihydrocadalene (131), 7-acetoxycadalene (132), 7-

benzoxycadalene (133), quercetin pentaacetate (134), 7-hydroxicalamenene (135), 

mansonone C (136) and (137) synthesized in this study, was evaluated in different 

biological models. Several cadinane-type compounds displayed activity in the cytotoxicity, 

antiinflammation, lipidic peroxidation, anti-Giardia intestinalis, and anti-Helicobacter 

pylori assays. Flavonoid compounds were active in trapping reactive oxygen species 

(ROS), inhibition of the lipidic peroxidation, and life extension of Caenorhabditis elegans 

under normal- and stress conditions.  

 

This work generated new scientific knowledge on the secondary metabolites from H. 

inuloides, and some semisynthetic compounds, particularly evaluating different biological 

properties. 
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1. Antecedentes 
En México varias especies de plantas pertenecientes a diferentes géneros comparten 

el nombre popular de “árnica”, nombre derivado de Arnica montana, especie europea 

utilizada en la medicina tradicional en Europa [1] Algunos de los miembros de este 

complejo de plantas medicinales tienen características morfológicas y usos que son 

similares a los de Arnica montana. Este complejo incluye especies de los géneros 

Mentzelia, Tithonia, Trixis, Verbesina, Helenium, Carlowrightia, Aster, Tanacetum, 

Zexmenia, Bahia, Grindelia, Galphimia, Machaeranthera, Desmodium, Oenothera, 

Taraxacum, y Heterotheca. Estas especies difieren en sus características botánicas, pero 

comparten varias aplicaciones en la medicina tradicional [2-6] (Tabla 1). 

 

Tabla 1. Especies pertenecientes al complejo de plantas medicinales conocidas como árnica 

en México [2-5]. 

Familia Genero Especie 
Acanthaceae Carlowrightia  Carlowrightia cordifolia Gray. 
Asteraceae Aster  Aster gymnocephalus (DC) Gray. 
 Bahia Bahia absinthifolia Benth. 
 Heterotheca  Heterotheca inuloides Cass. 
  Heterotheca subaxilaris Lam. 
 Helenium Helenium mexicanum Kunth. 
 Grindelia  Grindelia inuloides Willd. 
  Grindelia squarrosa Dunal. 
 Machaeranthera Machaeranthera breviligulata Turner y Horne. 
 Tanacetum  Tanacetum diversifolia Sch. Bip. 
 Taraxacum  Taraxacum officinale Weber 
 Tithonia  Tithonia diversifolia  (Helms.) A. Gray. 
 Trixis Trixis inula Crantz. 
 Verbesina Verbesina greenmani Urb. 
 Zexmenia  Zexmenia pringeli Greenm. 
Fabaceae Desmodium Desmodium sp. 
Loasaceae Mentzelia  Mentzelia conzatti Greenm. 
Malpiguiaceae Galphimia  Galphimia glauca Cav. 
Onagraceae Oenothera  Oenothera rosea L'Hér. ex Aiton. 

 

El género Heterotheca [7] incluye plantas anuales, bienales y perennes, inicialmente 

incluidas en siete especies nativas de América [8]. Posteriormente el género fue dividido en  

en tres secciones, Heterotheca sect. Phyllotheca Nutt., Heterotheca sect. Ammodia Nutt. y 
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Heterotheca sect. Heterotheca, describiéndose aproximadamente treinta especies [9]. Este 

género se caracteriza por tener aquenios dimórficos (heterocarpia), característica que 

comparte con otros géneros de Asteraceae, tales como Senecio, Crepis, Erigeron y 

Leontodon; y con otras familias, incluyendo Caryophyllaceae, Apiaceae y Poaceae [10]. 

 

En México crecen cuatro especies de Heterotheca sect. Heterotheca: H. grandiflora 

Nutt, H. subaxilaris Britt. Rusby, H. inuloides Cass. (Tres variedades), y H. leptoglosa DC. 

Las especies H. inuloides y H. leptoglosa son endémicas de México [11]. Las especies H. 

inuloides y H. subaxilaris son conocidas comúnmente como árnica, sin embargo, es más 

frecuente el uso de la primera en la medicina tradicional mexicana [12,13]. H. inuloides 

también recibe otros nombres locales, que incluyen acahual, akawtomitl, acahualli, 

xochihuepal, cuauteteco, árnica falsa, hornilla, tabaco de las Montañas, re-rem, riemn, y 

árnica del País [2,3]. La infusión de las flores secas se ha empleado para el tratamiento de 

contusiones, tromboflebitis postoperatoria, reumatismo, cólicos y otras condiciones 

dolorosas asociadas a procesos inflamatorios, problemas dermatológicos, venas varicosas, 

úlceras diarrea, erisipela, fiebre, gastritis, problemas renales y dolor muscular [4,12-20]. 

Para su administración interna, las flores se hierven en agua y se toma como un té. Para la 

administración externa la planta se aplica a la piel intacta como una crema o ungüento [19]. 

Se ha reportado además el uso de esta especie en forma de té a partir de las flores, para el 

tratamiento del cáncer [22] y la diabetes [23,24].  

 

En 2001, la especie H. inuloides fue incluida en la sección Extrafarmacopea de la 

Farmacopea Herbolaria Mexicana, debido a los pocos estudios controlados (químicos o 

clínicos), que validen su uso terapéutico [25]. La Farmacopea Herbolaria Mexicana 

describe a H. inuloides como una planta herbácea de hasta 1 m de altura, con tallos erectos 

con pubescencia, hojas simples, alternadas, pilosas, con márgenes aserrados, flores en 

cabezuelas sobre pedúnculos de hasta 8 cm de largo, dimórficas simpétalas de color 

amarillo con aquenios dimórficos, e indica que la planta tiene un olor ligero y sabor 

amargo. La especie H. inuloides es una planta diploide (2n = 9) [26], que crece de mayo a 

diciembre en las regiones frías y templadas (2000-3000 m) y en algunos casos asociada a 

otros cultivos en los estados de Colima, Distrito Federal, Durango, Guanajuato, Hidalgo, 
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Jalisco, México, Morelos, Nuevo León, Michoacán, Nayarit, Puebla, Oaxaca, Querétaro, 

San Luis Potosí, Tlaxcala, Veracruz, y Zacatecas [11,27-32].  

 

1.1. Constituyentes químicos de Heterotheca inuloides 

Mediante el empleo de diversas técnicas entre las que se incluyen la cromatografía 

en columna abierta, cromatografía en capa fina, cromatografía de gases, cromatografía de 

gases acoplada a espectrometría de masas, cromatografía líquida de alta resolución, 

resonancia magnética de 1H y 13C, espectroscopia de infrarrojo, espectrometría de masas y 

espectroscopia UV/Vis, se han aislado, purificado e identificado diversos productos 

naturales presentes en H. inuloides [33-35]. Adicionalmente se ha empleado el ultrasonido 

para mejorar el proceso de extracción [35]. Los productos naturales aislados a partir de las 

raíces, partes aéreas y flores de H. inuloides se pueden incluir básicamente en compuestos 

de tipo sesquiterpeno, compuestos fenólicos y fitoesteroles. 

 

1.1.1. Compuestos de tipo sesquiterpeno 

El género Heterotheca se caracteriza por contener sesquiterpenos de tipo cadinano, 

que se han asociado con diversas actividades biológicas [36-38]. De la especie H. inuloides 

se han aislado compuestos como 7-hidroxi-3,4-dihidrocadaleno (1), cadaleno (2), 4-metoxi-

isocadaleno (3), 4-hidroxiisocadaleno (4), 7-hidroxicadaleno (5), 1-isopropil-4,6-dimetil-

1,2,8,8-tetrahidro-2-naftol (6), 1-hidroxi-1(4H)-isocadalen-4-ona (7), 2,3-epoxi-7-

hidroxi--calacoreno (8), inuloidina (9), ácido cadalen-15-oico (10), 3,7-dihidroxi-3(4H)-

isocadalen-4-ona (11), dicadalenol (12), ácido 1R,4R-1-hidroxi-1,2,3,4-tetrahidrocadalen-

15-oico (13), 1-isopropil-4,6-dimetil-1,2,8,8-tetrahidro-naftalen-2-ona (14), -

cariofileno (15) epóxido de -cariofileno (16) y caryolan-1,9-diol (17) (Figura 1) [39-44].  
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Figura 1. Compuestos de tipo cadinano aislados a partir de H. inuloides 

 

La presencia de los sesquiterpenos 7-hidroxicadaleno (1), 7-hidroxi-3,4- 

dihidrocadaleno (5), 1-hidroxi-1(4H)-isocadalen-4-ona (7), ácido cadalen–15-oico (10), 

3-cariofileno (15), epóxido de -cariofileno (16) y caryolan-1,9-diol (17) se ha 

correlacionado con edad de la planta, observándose que sus concentraciones son más altas 

en las plantas en floración [44]. 

 

Para algunos de estos compuestos aun no se ha definido la configuración absoluta. 

En el caso del 7-hidroxi-3,4-dihidrocadaleno aislado de H. inuloides (5) el empleo de 

cristalografía de dispersión anómala de rayos X permitió establecer que dicho compuesto 



Antecedentes 

7 
 

posee una configuración opuesta al aislado de algodón (Gossypium hirsutum L.) y de kenaf 

(Hibiscus cannabinus L.) pertenecientes a la familia Malvaceae [45]. 

 

1.1.2. Compuestos de tipo flavonoide 

Los siguientes flavonoides han sido aislados a partir de las flores secas de H. 

inuloides: luteolina (18), kaempferol (19), éter 3,7-dimetílico de kaempferol (20), éter 

3,7,4‟-trimetílico de kaempferol (21), éter 3,7-dimetílico de 6-metoxikaempferol (22), 

quercetina (23), éter 3,3‟-dimetílico de quercetina (24), éter 3,4‟-dimetílico de quercetina 

(25), éter 3,7-dimetílico de quercetina (26), éter 3,7,3‟-trimetílico de quercetina (27), éter 

3,7,4‟-trimetílico de quercetina (28), éter 3,7,3‟,4‟-tetrametílico de quercetina (29), éter 

3,6,7,4‟-tetrametilico de quercetagetina (30), éter 3´-metílico de eriodictol (31), éter 7,3‟-

dimetílico de eriodictol (32), catequina (33) [46,47] (Figura 2). Adicionalmente, se han 

aislado los siguientes glucósidos de flavonoide: 3--D-glucopiranósido de kaempferol (34), 

3--galactopiranósido de kaempferol (35), 3--rutinósido de kaempferol (36), 3--

robinobinósido de kaempferol (37), 3--glucopiranósido de quercetina (38), 3--

galactopirannósido de quercetina (39), 3--glucurónido de quercetina (40), éter 6″-

metilílico 3--glucurónido- (41), 3--L-arabinósido (42), y 3--rutinósido (43), 3-O-

glucurónido-7-O-galactopiranósido de quercetina (44), 3-O-glucurónido-7-O-

glucopiranósido de quercetina (45), 3-O-ramnosil galactopiranósido de quercetina (46), y 3-

O-cafeoilglucopiranósido de quercetina (47) [48,49] (Figura 3). 

 

Otros compuestos fenólicos aislados a partir de H. inuloides incluyen guayacol (48), 

ácido elágico (49), fenol (50) y ácido p-cumárico (51) [35], ácido 1-cafeoilquínico (52), 

ácido 3-cafeiolquínico (53), ácido 4-cafeoilquínico (54), ácido 3,4-dicafeoilquínico (55), 

ácido 1,5-dicafeoilquínico (56), ácido 3,5-dicafeoilquínico (57), ácido 4,5-dicafeoilquínico 

(58), ácido cafeico (59) [49], ácido protocatecuico (60), umbeliferona (61) [48], 7-(3,3-

dimetil aliloxi) cumarina (62) [43], así como vainillina (63), siringaldehído (64), 

coniferaldehído (65), sinapaldehído (66), acetovanillona (67), acetosiringona (68), pirogalol 

(69), pirocatecol (70), ácido gálico (71), ácido vaníllico (72), y ácido siríngico (73) [35] 

(Figura 4). 
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 3 5 6 7 3‟ 4‟ 

18 H OH H OH OH OH 

19 OH OH H OH  H OH 

20 OCH3 OH H OCH3 H OH 

21 OCH3 H H OCH3 H OCH3 

22 OCH3 OH CH3O OCH3 H OH 

23 OH OH H OH OH OH 

24 OCH3 OH H OCH3 OH OH 

25 OCH3 OH H OH OH OCH3 

26 OCH3 OH H OCH3 OH OH 

27 OCH3 OH H OCH3 OCH3 OH 

28 OCH3 OH H OCH3 OH OCH3 

29 OCH3 OH H OCH3 OCH3 OCH3 

30 OCH3 OH OCH3 OCH3 OH  OCH3 

31 OH OH H OH OH OH 

32 H OH H OH OCH3 OH 

33 H OH H OCH3 OCH3 OH 

Figura 2. Compuestos de tipo flavonoide aislados a partir de H. inuloides 
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 R1 R2 R3 R4 

34 - D-glucopiranósido OH  OH 

35 -rutinósido OH  OH 

36 -galactopiranósido OH  OH 

37 -rabinobiósido OH  OH 

38 -D-glucopiranósido OH OH OH 

39 - D-galactopiranósido OH OH OH 

40 - D-glucurósido OH OH OH 

41 -D-glucurónido-6‟‟-
metilester 

OH OH OH 

42 -L-arabinósido OH OH OH 

43 -rutinósido OH OH OH 

44 - D-glucurónido galactosido OH OH 

45 - D-glucurónido glucosido OH OH 

46 ramnosilgalactopiranósido OH OH OH 

47 cafeoilglucopiranósido OH OH OH 

Figura 3. Glucósidos de flavonoide aislados a partir de H. inuloides 
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Figura 4. Compuestos fenólicos y otros aislados de H. inuloides 

 

1.1.3. Compuestos de tipo triterpeno y fitoesterol  

Mediante el empleo de cromatografía de gases/espectrometría de masas se han 

aislado e identificado los siguientes triterpenos y fitoesteroles a partir de las flores de H. 

inuloides: -amirina (74), -amirina (75), -sitosterol (76), estigmasterol (77), stigmast-7-

enol (78), estigmastanol (79), -espinasterol (80), lanosterol (81), cicloartenol (82), 24-

metilencolest-7-enol (83), avenast-7-enol (84) y campesterol (85) [41] (Figura 5). 
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Figura 5. Triterpenos y fitoesteroles aislados de H. inuloides 

 

1.1.4. Compuestos volátiles  

Los siguientes mono-y sesquiterpenos se han caracterizado a partir de las hojas de 

H. inuloides: -pineno (86), sabineno (87), -pineno (88), mirceno (89), 1,4-cineol (90), -

terpineno (91), p-cimeno (92), cis--ocimeno (93), -fellandreno (94), limoneno (95), 

trans--ocimeno (96), -terpineno (97), terpinoleno (98), linalool (99), cis-sabineno (100), 
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alcanfor (101), mentona (102), borneol (103), -terpineol (104), carvona (105), geraniol 

(106), anetol (107), acetato de bornilo (108), eugenol (109), acetato de geranilo (110), -

cubebeno (111), -elemeno (112), -bourboneno (113), -cariofileno (114), cadinano 

(115), -bergamoteno (116), humuleno (sin: cariofleno 114), germacreno-D (117), -

curcumeno (118), -muuroleno (119), -cadineno (120), trans-nerolidol (121) [33] y 

cedreno (122) [50]. Además, a partir de las flores secas de H. inuloides también se 

caracterizaron los ácidos grasos  eicosatetraenoico (123, ácido araquidónico), cis-9-

hexadecenoico (124, palmitoleico), hexacosanoico (125) y cis-9-octadecenoico (126) [35], 

D-chiro-inositol (127) y 3-O--D-glucopiranósido de espinasterilo (128) (Figura 6). 

 
Figura 6. Constituyentes volátiles y otros compuestos aislados de H. inuloides 
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Figura 6. Constituyentes volátiles y otros compuestos aislados de H. inuloides (Cont.) 

 

1.2.  Actividad biológica de Heterotheca inuloides 

1.2.1 Actividad antimicrobiana y antifúngica 

Se ha descrito que los sesquiterpenos 1 (7-hidroxicadaleno) y 5 (7-hidroxi-3,4- 

dihidrocadaleno) poseen actividad antimicrobiana frente a bacterias Gram positivas y 

además, que el compuesto 5 posee actividad frente Staphylococcus aureus resistente a 

meticilina [51]. En otro estudio se observó que los extractos metanólico y acuoso de H. 

inuloides poseen actividad anti-Helicobacter pylori [52]. Además el extracto etanólico 

presentó actividad contra Streptococcus mutans [53].  
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En lo referente a al actividad antifúngica se ha descrito que el extracto de 

diclorometano de las flores secas de H. inuloides posee actividad contra cepas de 

Microsporum gypseum y Trichophyton mentagrophytes, mientras que el extracto 

metanólico es activo contra T. mentagrophytes [54]. 

 

1.2.2 Actividad antiinflamatoria 

Dentro de la Medicina Tradicional Mexicana las preparaciones de H. inuloides se 

emplean como agentes antiinflamatorios y analgésicos, estas propiedades han sido 

investigadas empleando los modelos de edema en oreja de ratón inducido por aceite de 

croton, edema plantar en pata de rata inducido por carragenina, ensayos in vitro con las 

enzimas COX-1 y COX-2, prueba de la formalina, y exocitosis inducida por PAF fMLP de 

neutrófilos humanos [43,50,55,56].  

 

Se ha demostrado actividad antiinflamatoria de los extractos de diclorometano, 

acetónico y metanólico en el ensayo de edema inducido por aceite de croton [43,55]. Por 

otro lado, el extracto acuoso de las flores inhibió en un 29% la inflamación en el modelo de 

edema plantar inducida por carragenina, mientras que, las fracciones de éter etílico, butanol 

y acuosa obtenidas del extracto acuoso presentaron un efecto inhibidor del 19.9%, 58.0% y 

30% en el mismo modelo [56]. Adicional a lo anterior la administración intraperitoneal de 

50-100 mg/kg de la fracción de butanol inhibió la inflamación inducida por dextran (38.9-

68.1%) y ácido araquidónico (0-33.9%) y las constricciones abdominales (73.8-78.2%) 

seguidas a la inyección de ácido acético [56]. Los productos naturales 7-hidroxi-3,4-

dihidrocadaleno (1), dicadalenol (12), cariolan-1,9-diol (17) y quercetina (23) aislados a 

partir del extracto acetónico mostraron efectos anti-inflamatorios en el mismo modelo 

experimental [43]. El compuesto 1 inhibe la biosíntesis de prostaglandinas catalizada por 

COX-1 y COX-2, sin que se observara efecto sobre el edema inducido por carragenina [55]. 

Se ha descrito además que infusiones comerciales de H. inuloides inhiben la actividad in 

vitro de la enzima COX-2 [57]. 

 

En el ensayo de la formalina se observó un efecto antinociceptivo del extracto 

hexánico. El fraccionamiento del extracto hexánico demostró la presencia de los 
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compuestos 1, 2, 16, 114. Sólo el compuesto 1 presentó efecto antinociceptivo significativo 

en la prueba de la formalina (100 mg/pata). Dicho compuesto fue igual de eficaz y potente 

como el diclofenaco en la segunda fase de la prueba de la formalina, pero más eficaz y 

potente en la primera. Se observó que receptores serotoninérgicos, pero no opioides, 

participan en el efecto antinociceptivo de este compuesto [50]. 

 

1.2.3 Actividad antioxidante y protectora 

En diversos estudios se ha evaluado la capacidad antioxidantes de ciertos 

metabolitos de H. inuloides. Los compuestos 1 y 2 inhiben la peroxidación lipídica [58]. 

Además, el compuesto 1 inhibe la peroxidación lipídica mitocondrial inducida por Fe (III) y 

protege las células rojas contra la hemólisis oxidativa [59]. Al evaluar la capacidad de 

atrapamiento de ERO de los extractos acetónico y metanólico de H. inuloides se observó 

que estos extractos son eficaces para atrapar las especies: ABTS•+, DFPH•, ONOO-, O2
•-, 

1O2, HOCl, H2O2 y OH• [60]. De la misma manera las infusiones comerciales de H. 

inuloides han presentado actividad antioxidante en los ensayos de ABTS y FRAP 

equivalente a: 1.47± 0.010 mol eq. Tx/mL y 1.32±0.006 moleq FeSO4/mL, 

respectivamente [57]. 

 

El pretratamiento con los extractos acetónico y metanólico de H. inuloides protege 

al hígado contra el daño oxidativo inducido por CCl4, evitando la oxidación de las enzimas 

de desintoxicación glutatión S-transferasa, glutatión peroxidasa, glutatión reductasa, 

catalasa, superóxido dismutasa [61]. Además, el pretratamiento con extractos  de H. 

inuloides atenuó el aumento en el contenido de bilirrubina total, creatinina, y creatina 

cinasa, la actividad sérica de la fosfatasa alcalina, e impidió la disminución de -globulina y 

albúmina, indicando que protegen contra la peroxidación lipídica, manteniendo la actividad 

antioxidante [62]. 

 

1.2.4 Actividad citotóxica 

Los extractos de éter de petróleo, etanol y diclorometano de H. inuloides presentan 

acción citotóxica contra células de leucemia murina P388 [63], mientras que los 

compuestos 1, 2, 15 y 16 aislados a partir de flores secas exhiben actividad citotóxica 
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contra el carcinoma de mama (células BT-20), carcinoma epitelioide de cuello uterino 

(células HeLa), melanoma de piel humano (células B-16) y melanoma de piel de ratón [58]. 

 

1.2.5 Actividad quelante 

En un estudio realizado se observó que la quercetina (23), aislada de H. inuloides 

posee una fuerte capacidad para inhibir la oxidación de la L-3,4-dihidrofenilalanina por 

tirosinasa fúngica, mientras que la quercetina glicosilada (38) no presenta actividad 

inhibidora [52]. Posteriormente se confirmó la capacidad que poseen los compuestos 18 y 

23 para quelatar el cobre.  El mecanismo de quelación parece ser específico de flavonoles, 

siempre y cuando el grupo 3-hidroxilo se encuentre libre [64]. Para infusiones comerciales 

de H. inuloides se ha descrito una actividad quelante de Fe2+ equivalente a 72.21±1.19 g 

eq. EDTA/mL [57]. 

 

1.2.6 Protección de granos almacenados 

La especie H. inuloides ha sido evaluada como opción en la lucha contra Sitophilus 

zeamais y Zabrotes subfasciatus. El polvo de hojas y flores de H. inuloides produjó una  

mortalidad del 87,7% en S. zeamais en granos de maíz tratados 15 días después de la 

infestación [65]. Por otro lado, la actividad de H. inuloides contra el gorgojo del fríjol (Z. 

subfasciatus Boheman) fue escasa, observándose una mortalidad inferior al 40% en los 

ensayos [66]. 

 

1.2.7 Actividad fitotóxica 

El sesquiterpeno inuloidina (9), aislado de las flores de H. inuloides, inhibe 

crecimiento de plántulas de lechuga, con actividad inhibidora de 500 g/mL [42]. Efectos 

similares se han observado en experimentos con compuestos aislados del lixiviado de 

diclorometano obtenido de los tejidos aéreos de H. subaxillaris. Los componentes 

fitotóxicos de este lixiviado fueron compuestos de tipo calameneno, siendo el ácido 2-

metoxi-calamenano-14-carboxílico el compuesto com mayor actividad inhibitoria del 

crecimiento vegetal contra Agrostis stolonifera, Lactuca sativa y Lemna sp. [67]. 
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2. Justificación  
Considerando el amplio uso popular de H. inuloides, es pertinente una investigación 

adicional que defina la configuración absoluta de los productos naturales, pondere la 

actividad antioxidante, inhibidora de la proliferación celular, antiinflamatoria, 

antimicrobiana, antiparasitaria y toxicológica de los metabolitos secundarios, y que permita 

determinar la relación entre la estructura molecular y la bioactividad. 

 

3. Hipótesis 
Considerando las variaciones estructurales de los productos naturales aislados de H. 

inuloides, así como, sus diversas actividades biológicas, podrán aislarse y caracterizarse 

metabolitos secundarios adicionales,  preparar derivados semisintéticos, y evaluar su 

actividad biológica con el fin de generar conocimiento científico adicional de este recurso.  
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4. Objetivos 
4.1. Objetivo general 

Contribuir al conocimiento químico y biológico de los productos naturales bioactivos 

presentes en H. inuloides y sus derivados.  

 

4.2. Objetivos particulares 

Determinar la actividad antioxidante, de los productos naturales de H. inuloides y 

derivados semisintéticos mediante en los ensayos de reducción del radical DFPH, 

inhibición de la peroxidación lipídica, capacidad atrapadora de especies reactivas de 

oxígeno y capacidad protectora en cultivos de Caenorhabditis elegans sometidos a 

condiciones estresantes generadas por agentes inductores de especies reactivas. 

 

Determinar la actividad citotóxica de los productos naturales de H. inuloides y 

derivados semisintéticos en las líneas celulares U251 (astrocitoma), PC-3 (próstata), K562 

(leucemia), HCT-15 (colon), MCF-7 (mama), SKLU-1 (pulmón) empleando el ensayo de 

sulforrodamina B. 

 

Determinar la actividad antiinflamatoria de los productos naturales de H. inuloides y 

derivados semisintéticos mediante los modelos de inflamación en oreja de ratón inducido 

por TPA e inhibición de la producción de óxido nítrico en línea celular de macrófagos 

murinos RAW 264.7, estimulados con lipopolisacáridos. 

 

Determinar la actividad antimicrobiana de los productos naturales de H. inuloides en 

cepas bacterianas de interés clínico. 

 

Determinar la actividad antiparasitaria de los productos naturales de H. inuloides y 

derivados semisintéticos frente a Giardia intestinalis. 

 

Determinar la actividad toxicológica de los productos naturales de H. inuloides y 

derivados semisintéticos mediante en el modelo de Artemia salina y en el ensayo de 
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toxicidad aguda en ratón. 

 

Explorar la posible correlación entre la estructura molecular y la actividad biológica 

de los productos naturales bioactivos de H. inuloides y sus derivados. 
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5. Discusión de resultados 
5.1. Aislamiento 

Mediante la aplicación de procedimientos convencionales, a partir del extracto 

acetónico de las flores secas de H. inuloides, se aislaron y caracterizaron los siguientes 

compuestos: 7-hydroxi-3,4-dihidrocadaleno (1), 7-hidroxicadaleno (2), 3,7-dihidroxi-

3(4H)-isocadalen-4-ona (7), ácido 1R,4R-hidroxi-1,2,3,4-tetrahidrocadalen-15-oico (13), 

quercetina (23), caryolan-1,9-diol (17), éter 3,7,3‟-trimetílico de quercetina (27), éter 

3,7,3‟,4‟-tetrametílico de quercetina- (29) 7-(3,3-dimetil aliloxi) cumarina (62), espinasterol 

(80) y D-chiro-inositol (127), 3-O--D-glucopiranósido de espinasterilo (128), éter 7,3‟-

dimetílico de eriodictol (129) (Figura 7). 

 

Figura 7. Productos naturales aislados de H. inuloides  

 

5.2. Obtención de derivados 

Con la finalidad de evaluar el efecto de la estructura molecular sobre la actividad 

biológica, se prepararon, mediante métodos químicos convencionales, los derivados. 7-

acetoxi-3,4-dihidrocadaleno (130), 7-benzoxi-3,4-dihidrocadaleno (131), 7-acetoxicadaleno 

(132), 7-benzoxicadaleno (133), pentaacetil-quercetina (134) y 7-hidroxicalamenano (135) 
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(Figura 8). Los compuestos 130-133 son productos nuevos no descritos previamente en la 

literatura.  

 
Figura 8. Reacciones de derivatización  
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A partir de la reacción del compuesto 2 con mCPBA aplicando irradiación de 

microondas, se obtuvieron los compuestos. 136 y 137. Los datos espectroscópicos de RMN 

de 1H y 13C del 136, su punto de fusión y la comparación con los datos descritos en la 

literatura permitieron identificar al compuesto como 3,8-dimetil-5-(1-metiletil)-1,2-

naftoquinona (mansonona C). Este compuesto se ha preparado a partir de 2 (7-

hidroxicadaleno) por oxidación con sal de Fremy [68], oxidando 2 sobre gel de sílice [69] y 

por ciclación de la p-benzoquinona hidroxiperezone [70]. Utilizando estos métodos el 

rendimiento reportado es bajo y se requiere un tiempo prolongado para su obtención. 

Mediante la aplicación de microondas el tiempo requerido se redujo a solo 4 minutos.  

 

Los datos espectroscópicos de RMN de 1H del compuesto 137 (Figura 9) revelan 

dos señales dobles correspondientes a protones aromáticos en posición orto a  7.28 y  

7.38 ppm que integran cada una para un protón, una señal a  7.23 para un protón, cuyo 

desplazamiento químico indica que se encuentra cercanoa un grupo carbonilo. Se observa 

una señal heptuplete en  3.18 que integra para un protón, correspondiente a un metino 

unido a dos metilos geminales, observándose complementariamente una señal doble a  

1.25 que integra para los seis protones de estos dos metilos. Finalmente se observan dos 

señales simples en  2.26 y  2.40 que integran cada una para tres protones, 

correspondientes a dos metilos. De acuerdo con lo anterior, se propone que el compuesto 

obtenido a partir de la reacción con mCPBA conserva similitud estructural con el 

compuesto 2, se conservan las señales del isopropilo que presenta el compuesto 2, de igual 

manera se observan las señales de los metilos del compuesto 2. En el espectro de RMN de 
1H desaparecen las señales correspondientes al protón aromático en posición 8 y la señal 

correspondiente al OH en posición 7. El espectro de RMN de 13C presenta señales para 15 

carbonos, lo que indica que no se incremento ni disminuyo el número de carbonos 

contenidos en el compuesto 2. El espectro de 13C muestra presenta dos señales 

correspondientes a carbonos de carbonilo de éster en la región de 160 a 165 ppm. El 

espectro de IR del compuesto revela dos bandas estrechas a 1740.5 y 1782.4 cm-1 asociadas 

a carbonilos de anhídrido. El análisis por espectrometría de masas indica que se tiene un 

compuesto con [M]+ de 245.117 y fórmula molecular C15H16O3. La estructura propuesta 
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para 137 implica la expansión del anillo de 2 con la correspondiente formación del 

anhídrido. El compuesto fue identificado como 6-isopropil-4,9-dimetilbenzo[c]oxepina-1,3-

diona y representa un nuevo compuesto químico no reportado en la literatura. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9. Desplazamientos químicos para los protones del compuesto 137 

 

5.3. Ensayo de citotoxicidad 

La investigación en productos naturales ha dado como resultado el descubrimiento 

de diversos agentes anticancerígenos que incluyen la vincristina, vinblastina, etopósido, 

paclitaxel, camptotecina y doxorrubicina, entre otros [71,72,73]. La capacidad de los 

productos naturales para inhibir la proliferación celular es importante en el desarrollo de 

nuevos agentes terapéuticos debido al incremento en la incidencia de este padecimiento, no 

solo en México, sino a nivel mundial [74,75]. 

 

A una concentración de 50 M diversos compuestos presentaron capacidad para 

inhibir la proliferación celular (Tabla 2). A esta concentración, los compuestos 1 y 2 y sus 

correspondientes derivados acetilados 130 y 132 produjeron el mayor porcentaje de 

inhibición de la proliferación de las líneas celulares tumorales. La sustitución del hidrógeno 

en posición 7 en los compuestos 1 y 2 por un grupo benzoilo redujo la actividad de lo 

7           8      5   12 

 13 14 15   16 
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derivados 131 y 133. Dicho efecto podría atribuirse a un impedimento estérico derivado del 

aumento en el volumen de los derivados.  

Los valores de CI50 de los compuestos que presentaron un acapacidad de inhibición 

mayor o igual al 50% en el ensayo preliminar se presentan en la tabla 3. De los compuestos 

de tipo cadinano, el compuesto 136 presentó la mayor actividad frente a las líneas celulares 

K562 y HCT-15 con valores de CI50 de 1.45±0.14 y 22.44±2.6 M, respectivamente. Se 

observa además, que la actividad de los derivados acetilados 130 y 132 se conserva frente a 

la línea tumoral K562, sin embargo disminuye frente a las líneas HCT-15 y MCF-7 al 

compararse con sus precursores 1 y 2. Los resultados obtenidos son congruentes con 

estudios previamente publicados que indican que los sesquiterpenos 1 y 2 y compuestos de 

estructura similar exhiben actividad citotóxica contra diversas líneas celulares tumorales 

[58], y que la modificación del OH en la posición 7 modifica la actividad biológica [76]. 

 

Tabla 2. Evaluación preeliminar de la capacidad de los metabolitos para inhibir la 

proliferación celular a una concentración de 50 M 
 Línea celular (% de inhibición) 

COMPUESTO U251 PC-3 K562 HCT-15 MCF-7 SKLU-1 
1 100 100 60.18 100 100 100 
2 100 100 100 100 100 98 
7 47.43 75.66 69.8 85.52 61.3 35.5 

13 48.27 41.08 s/a 17.49 10.30 28.54 
17 13.69 57.95 27.28 45.28 15.92 23.72 
23 81.79 94.22 42.5 80.99 73.53 90.77 
62 29.39 58.31 40.77 68.29 33.19 33.77 
80 s/a s/a 21.8 s/a s/a s/a 

127 s/a 15.59 3.93 7.96 3.73 4.0 
129 71.6 55.75 96.36 56.68 54.4 69.29 
130 100 100 65.48 100 100 100 
131 25.8 22.5 s/a 49.5 60.7 37.0 
132 100 100 100 100 100 89.6 
133 41.5 21.2 44.3 72.0 51.2 63.0 
134 100 100 55.42 -- 100 100 
135 4.6 29.2 0.3 83.75 25.9 12.7 
136 53.7 76.1 77 61.53 56.9 77.7 

sa: sin actividad. U251 (astrocitoma), PC-3 (próstata), K562 (leucemia), HCT-15 (colon), MCF-7 (mama), 

SKLU-1 (pulmón). 
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En lo referente a los compuestos de tipo flavonoide, los compuestos naturales 23 y 

27 y el compuesto semisintético 133 fueron activos frente a las diferentes líneas celulares. 

En relación a esto algunos trabajos reportan que los flavonoides son capaces de inhibir la 

proliferación celular in vitro [77-79]; e in vivo [80-82], mientras que otros señalan 

moderada citotoxicidad en ensayos con líneas celulares y células tumorales animales [83]. 

De acuerdo a los protocolos internacionales aprobados para evaluar la actividad se puede 

decir que los compuestos evaluados tienen una actividad moderada.  

 

Tabla 3. Concentración inhibitoria media de la proliferación celular (CI50)  
 CI50 ± ESM (M)  

Compuesto K562 HCT-15 MCF-7 
1 49.35±23.6 59.37± 4.5 61.37± 4.3 

2 26.41±2.0 18.89±1.2 30.± 0.87 

7 --- 55.34±2.8 51.76±2.2 

23 --- -- 70.3±4.6 

129 57.67±0.6 62.53±3.6 51.48±3.5 

130 46.43±3.4 71.56±2.4 79.65±2.1 

132 27.54±0.9 55.93±3.5 63.62±5.8 

134 35.31±2.9 28.57±2.1 22.57±2.4 

136 1.45±0.14 22.44±2.6 -- 

Camtotecina 
0.59 ± 0.02a 0.13 ± 0.05a 0.16 ± 0.01a 

aValores expresados en el rango nanomolar (nM). 

 

5.4. Estimación de la capacidad antiinflamatoria 

Previamente se ha encontrado que los extractos acuoso, de acetona, diclorometano y 

metanol, y los metabolitos 7-hidroxi-3,4-dihidrocadaleno (1), 7-hidroxicadaleno (2) 

dicadalenol (12), ácido cadalen-15-oico (13), caryolan-1,9-diol (17) y quercetina (23) 

aislados a partir de H. inuloides poseen actividad antiinflamatoria [43,50,55-57]. La 

evaluación de los constituyentes adicionales no descritos previamente arrojó los resultados 

presentados en la tabla 4. Como se puede observar a excepción de los compuestos 2 y 132, 

el resto de los componentes adicionales de H. inuloides no evaluados previamente no 

presentaron una actividad antiinflamatoria relevante.  
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Se observa que los compuestos 130 y 132 resultado de la acetilación en posición 7 

de los compuestos 1 y 2, con la correspondiente modificación del OH presentaron 

capacidad proinflamatoria en el ensayo. Sin embargo, la actividad antiinflamatoria se 

conserva en los derivados benzoilados 131 y 133. Los flavonoides 27 y 129 fueron 

moderadamente activos en el ensayo; ambos compuestos presentan diferentes grados de 

modificación de los grupos hidroxilo, los cuales han sido sustituidos por metilos, dicha 

sustitución conduce a una pérdida de la capacidad antiinflamatoria en comparación con los 

flavonoides altamente hidroxilados [84]. 

 

Tabla 4. Actividad antiinflamatoria de los metabolitos de H.inuloidesa  

Compuesto Edema % 
(mg ± EEM Inhibición 

Control negativo 12.07 -- 

1 10.50 ± 0.99 5.41 

2 1.85 ± 0.52 83.33** 

13 5.27 ± 0.70 65.73** 

27 7.30 ± 1.15 38.86** 

80 9.80  ± 0.36 7.98 

129 7.57 ± 0.45 36.63** 

130 11.87 ± 0.66  

131 11.07 ± 1.15  

132 13.60 ± 0.70 -13.90 

133 3.73 ± 1.62 66.44** 

134 9.07 ± 0.70 19.46 

135 13.17 ± 0.51 13.57 
Control (indometacina 0.31 

mol/oreja)  61.90** 
aLos datos representan el promedio de tres animales ± el error estándar de la media  EEMx  . Los resultados 
se analizaron mediante una prueba de t de Student, los valores de p  0.05 (*) y p  0.01 (**) se consideraron 
como diferentes significativamente con respecto al control negativo. 
 
5.5. Estimación de la capacidad antioxidante y atrapadora de ERO 

Se evaluó la capacidad de los productos naturales, aislados a partir de H. inuloides, 

sus derivados semisintéticos, y compuestos de referencia, para inhibir la peroxidación 

lipídica, reducir el radical DFPH y atrapar a las especies reactivas O2
• ˉ, HOCl, H2O2, 1O2, y 

OH•.  
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5.5.1 Inhibición de la peroxidación lipídica y reducción del radical DFPH 

La capacidad para inhibir la peroxidación de lípidos es importante debido a su 

relación con el daño oxidativo a las membranas y procesos de toxicidad que conducen a la 

muerte celular. Los resultados obtenidos al evaluar la capacidad de los compuestos para 

inhibir la peroxidación lipídica revelan que el compuesto 135 (7-hidroxicalamenano) 

presentó la mayor actividad seguido del compuesto 130 (7-acetoxi-3,4-dihidrocadaleno). La 

esterificación de 1 y 2 para obtener los correspondientes derivados benzoilados eliminó la 

capacidad inhibitoria de los compuestos (Tabla 5). Entre los metabolitos de tipo flavonoide, 

el de mayor actividad fue el derivado pentaacetilado de la quercetina (134), seguido de la 

quercetina (23). Se observa que la sustitución de los grupos hidroxilo por metoxilos 

disminuye su capacidad para inhibir la peroxidación. Estos resultados confirman informes 

previos que indican que los compuestos de fenolicos poseen capacidad antioxidante al 

actuar como atrapadores de ERO [85,87] e inhibidores la peroxidación de lípidos [88]. 

 

En lo referente a reducción del radical DFPH puede observarse que, con excepción 

de los compuestos 2 (7-hidroxicadaleno), 27 (trimetilquercetina) y 129 (éter dimetílico de 

eriodictol), el resto de los compuestos no presentó actividad relevante para reducir al 

radical (Tabla 5). Los resultados obtenidos de la evaluación de la inhibición de la 

peroxidación lipídica y el ensayo de DFPH• revelan que ciertos compuestos poseen 

capacidad para inhibir la peroxidación de lípidos (TBARS), sin embargo, son inactivos en 

el ensayo de DFPH•. Lo anterior se puede explicar el porque el DFPH• en solución 

metanólica es un radical estable con un máximo de absorbancia a 520 nm para su forma 

oxidada [89,90]. Además la curva de respuesta de tiempo para alcanzar el estado de 

equilibrio no es lineal a diferentes proporciones de antioxidante/DFPH• [88,91], la 

sustracción de un átomo de hidrógeno a partir de un antioxidante por el DFPH• es un 

proceso que ocurre lentamente en solventes como metanol y etanol [92], el DFPH es un 

radical que no guarda similitud con los radicales peroxilo involucrados en la peroxidación 

lipídica, por lo que muchos antioxidantes que reaccionan rápidamente con los radicales 

peroxilo reaccionan lentamente o son inertes a DFPH [93]. Por otra parte, el ácido 

tiobarbitúrico (ATB) reacciona no sólo con el malondialdehído formado como resultado de 
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la peroxidación lipídica, sino también con glucosa, desoxirribosa, ácido ascórbico, y 

algunos aminoácidos [94-96]. 

 

 

Tabla 5. Capacidad para inhibir la peroxidación lipídica y reducir el radical DFPH• 

Compuesto 

CI50 M 
Peroxidación lipídica Reducción de DFPH  

1 4.720.11  > 100 
2 3.090.19  30.668.14  
7 sa* sa* 

13 sa* sa* 
17 sa* sa* 
23 4.300.27  13.111.2  
27 6.160.06  > 100M  
29 sa* sa* 
129 14.460.61  6.970.14  
62 17.351.40 sa 
80 sa* sa 
127 sa* sa 
130 1.820.12  sa 
131 > 100 sa 
132 > 100 sa 
133 > 100 sa 
134 3.67 ± 0.43 sa 
135 0.580.008 sa 
136 ** sa 
137 -- -- 

-tocoferol 6.78 ± 2.16 31.74±1. 
*sa: sin actividad relevante.  
** El compuesto 136 mostró actividad proinductora de la peroxidación. 
 

5.5.2 Capacidad atrapadora del radical superóxido 

En el ensayo efectuado los compuestos 129 y 27 presentaron capacidad para atrapar 

el O2
•¯ con valores de CI50 de 12.2±0.22 y 20±0.27 M, respectivamente. Ambos valores 

son inferiores al obtenido para el compuesto de referencia (NDGA) cuya CI50 fue de 

11.6±0.13. La capacidad atrapadora de superóxido disminuye en el siguiente orden: 129> 

27> 29> 7> 2> 13> 130> 132 (Tabla 6, Figura 10). La capacidad para atrapar O2
•¯ es 

importante ya que es altamente reactiva, no se difunde fácilmente a través de la célula y 

daña principalmente al ADN mitocondrial al producirse en la membrana mitocondrial 

interna [97]. Los resultados obtenidos están acorde con información publicada que indica 
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que los sesquiterpenos de H. inuloides presentan capacidad para reducir el radical DFPH• 

pero no presentan actividad relevante contra el O2
•¯; mientras que los compuestos de tipo 

flavonoide muestran capacidad para eliminar ambos tipos de radicales [98]. 

 

5.5.3 Capacidad atrapadora de peróxido 

De los resultados obtenidos se observa que la habilidad de los compuestos para 

atrapar el peróxido de hidrógeno disminuyó en el siguiente orden: 129 > 27> 29 > 2 > 130 

> 7 > 132 > 13. El compuesto 32 presentó la mejor capacidad atrapadora con una CI50 de 

154±6.3 M, sin embargo, ninguno de los compuestos fue más activo que el piruvato 

empleado como sustancia de referencia y cuya CI50 fue de 32.2± 1.7 M (Tabla 6, Figura 

10). La capacidad atrapadora de H2O2 es importante ya que esta especie es una de las 

principales ERO y se ha demostrado que participa en el daño celular a través de la 

oxidación directa de los lípidos, proteínas y ADN al generar radicales hidroxilo, producto 

de la reacción de Fenton [99], o al actuar como una molécula de señalización para activar 

las vías de apoptosis celular [100].  

 

5.5.4 Actividad atrapadora de hidroxilo 

El radical hidroxilo deriva del peróxido de hidrógeno (H2O2) y puede tener efectos 

devastadores debido a que reacciona con macromoléculas tales como lípidos de membrana, 

proteínas y carbohidratos. En el ADN, puede inducir roturas de la cadena, así como 

cambios químicos en la desoxirribosa y en las bases de purina y pirimidina [101,102]. La 

capacidad para atrapar el radical hidroxilo fue la siguiente: 2 > 129 > 27 > 29 > 132 > 130 

> 7> 13. El valor de la CI50 para la DTU empleada como sustancia de referencia fue 131± 

3.6 M y fue menor a la de los compuestos evaluados (Tabla 6, Figura 11). 

 

5.5.5 Actividad atrapadora de oxígeno singulete 

Los resultados obtenidos muestran una actividad concentración-dependiente de los 

compuestos como atrapadores de 1O2 (Tabla 6, Figura 10). La capacidad de los compuestos 

para atrapar al 1O2 disminuyó en el siguiente orden 13 > 27 > 29 > 129 > 132 > 7 > 130 > 2. 

El ácido calamenóico presentó comparativamente mejor actividad que el GHS. Los valores 

de CI50 de ácido calamenóico (13) y GHS fueron 112.4±29.3 M y 471±77 M (Tabla 6). 
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El 1O2 tiene un carácter de no radical y electrofílico; por lo tanto puede inducir reacciones 

de oxidación con compuestos orgánicos en sus residuos ricos en electrones sin la 

participación de radicales libres. La alta reactividad de 1O2 con macromoléculas biológicas 

hace que tenga un potencial dañino cuando se produce dentro de la célula, especialmente 

por su capacidad para dañar los componentes de la guanina y los ácidos nucleicos, con 

efectos tóxicos y mutagénicos [103].  

 

5.5.6 Capacidad  de depuración de HOCl 

Los resultados de la evaluación de la capacidad de atrapamiento de HOCl revelan 

que el ácido ascórbico empleado como sustancia de referencia presentó un valor de CI50 de 

3.511±0.58 g/mL. De los compuestos evaluados el éter 7,4'-dimetílico de eriodictiol (129) 

seguido por trimetilquercetina (27) y 7-hidroxicadaleno (5) mostraron poseer la capacidad 

de atrapamiento de HOCl más alta (Tabla 6, Figura 10). Los compuestos 7 y 13 presentaron 

la menor capacidad de atrapamiento. La capacidad de los compuestos para atrapar HOCl es 

importante, ya que aun cuando su producción en los neutrófilos por el sistema 

mieloperoxidasa-H2O2-Clˉ desempeña un papel central en la capacidad de estas células para 

matar una amplia gama de patógenos, la generación de este agente oxidante implica un 

riesgo para el organismo, debido a que contribuye a la lesión de los tejidos asociado a 

inflamación [104]. 

 

Se ha descrito que los compuestos de tipo polifenol son eficientes donadores de 

hidrógenos, y que su potencial antioxidante es dependiente de la cantidad y posición de 

grupos hidroxilos y de la presencia de grupos donadores de electrones en su estructura 

[105], debido a la capacidad que poseen los anillos aromáticos de deslocalización del 

sistema de electrones ; a mayor capacidad para la deslocalización electrónica más eficacia 

antioxidante del polifenol [106-108]. En los flavonoides la capacidad de atrapamiento de 

radicales libres de los compuestos de tipo flavonoide es altamente dependiente de la 

presencia del grupo 3-OH. El bloqueo en la posición C-3 resulta en una pérdida de 

actividad antioxidante [108-109].  
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C= NDGA (superóxido); piruvato (H2O2); DMTU 

(OH); GSH (1O2); Ac. Ascórbico (HOCl). 

 
*Los datos representan el promedio de tres ensayos 

± el error estándar de la media Los resultados se 

analizaron mediante una prueba de comparación 

múltiple de Dunett, los valores de p  0.05 (*) se 

consideraron como diferentes significativamente 

con respecto al control positivo.  

 

Figura 10: Capacidad atrapadora de ERO de los metabolitos y derivados semisintéticos de 

H. inuloides. 
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Tabla 6. Capacidad atrapadora de ERO de los productos naturales de H. inuloides y 

derivados semisintéticos 

 CI50
* 

Comp. O2
¯ H2O2 OH 1O2 HOCl 

2 114.6±13.9* 270±2.7 133.4±32.6 880.4±55.4 69.1±8.8 

7 105±7.2 422±8 545.4± 23.0  538.9±58.6 202.3±21.9 

13 148±13* 536±14 607.9± 33.5. 112.4±29.3 203.5±23.9 

27 20±0.27 201±6.7 161.2± 27.2  209.7±44.5 68.1±5.77 

29 70.4±3.3  252± 6.5 187.1± 44.6 237.8±43.1 133.9±9.0 

129 12.2±0.22  154±6.3 139.5± 1.1 314.4±15.8 60.0±5.2  

130 181.5±29.8* 322 ± 21 523.8±20.4 697 ± 187 106.1±4.4 

132 244.1±78* 434.5± 23.3 435.78±82 478.6±44.7 110.0±15.8 

Control NDGA Piruvato DMTU GSH Ac. ascórbico  
11.6±0.13 32.2± 1.7 131.5±3.6 471 ±77 278.6± 16.7 

*Los datos representan el promedio de tres ensayos ± la desviación estándar de la media ( DEx ) 

 

5.6. Ensayos en cultivos de Caernohabditis elegans 

En 1963 Brenner introdujo a C. elegans como organismo modelo de investigación 

en biología [110], con características de bajo costo, y un ciclo de vida corto que permite 

realizar ensayos con rapidez y facilidad [111]. C. elegans ha sido empleado en estudios in 

vivo para evaluar compuestos de origen vegetal farmacológicamente activos [112].  

 

Muchos de los trabajos que se han llevado a cabo para estudiar los efectos de 

polifenoles en cultivos de C. elegans se han realizado en medio sólido, sin embargo, debido 

a la poca disponibilidad de algunos de los compuestos se eligió usar medio líquido para su 

cultivo, aun cuando se han reportado algunos inconvenientes en ensayos de longevidad y 

reproducción, ya que los gusanos en medio liquido dejan de poner huevos al exterior y los 

mantienen dentro de tal forma que eclosionan en el interior [113]. En los ensayos con C. 

elegans generalmente se emplea DMSO como vehículo, sin embargo, la baja solubilidad de 

los compuestos en el medio acuoso requirió de pruebas de solubilidad con diferentes 

mezclas de disolventes. Se observó que la sobrevida del nemátodo no se afectaba cuando se 

emplearon mezclas de DMSO/etanol (50/50% v/v) y DMSO/acetona (40/60% v/v) como 
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vehículo, por lo cual la mezcla DMSO/etanol (50/50% v/v) se utilizó como vehículo para 

disolver los compuestos ensayados con C. elegans.  

 

Tabla 7. Efecto del vehículo en la sobrevida de C. elegans  
% de disolvente 

Sobrevida* 
Glicerol DMSO Etanol Acetona 

10 90 - - ** 
20 80 - - ** 
30 70 - - 65 
40 60 - - 35 
50 50 - - 30 
20 30 50 - 75 
- 40 60 - 94 
- 50 - 50 96 

* Sobrevida con respecto al control a los 28 días  
** Algunos compuestos se precipitan en el medio de cultivo 
 
 
5.6.1 Incremento en la sobrevida 

La Figura 11 muestra las curvas de subrevida de los gusanos tratados con los 

metabolitos de H. inuloides comparadas con los gusanos control (sin tratamiento). Se puede 

observar que la tasa de gusanos muertos fue más alta en presencia de ciertos compuestos 

que en los controles. Sin embargo, la exposición de C. elegans a 100 mM de compuestos de 

tipo flavonoide incrementó la sobrevida en comparación con el control (Tabla 8). Estas 

diferencias fueron estadísticamente significativas (P <0.001). Los compuestos de tipo 

cadinano no presentaron capacidad para incrementar sobrevida de C. elegans y 2 de ellos 

fueron tóxicos para el gusano. 

 

Los resultados obtenidos son acordes con otros estudios llevados a cabo en los 

cuales se ha informado que ciertos compuestos de tipo flavonoide aumentan la longevidad 

de C. elegans, lo protegen contra el estrés oxidativo y provocan un aumento en la 

translocación del factor de transcripción DAF- 16 [114- 116]. En el ensayo de sobrevida se 

observó que el compuesto 23 (quercetina) presentó la mayor capacidad para incrementar la 

sobrevida del nematodo, observándose una disminución del efecto en sus derivados 

naturales (27 y 29) y semisintético (134). Estos resultados son congruentes con lo 

informado en la literatura, que indica que la metilación y la glucuronidación disminuyen la 
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actividad antioxidante in vitro de los flavonoides [117,119], aun cuando también se ha 

informado que ciertos derivados glucosilados y metilados del compuesto 23 aumentan la 

resistencia al estrés térmico y producen un incremento en la vida media de C. elegans 

[120,121].  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

Figura 11. Curvas de sobrevida de C. elegans en presencia de los metabolitos de H. 

inuloides. Las etiquetas denotan el compuesto ensayado. Curva a) Flavonoides; curva 

curvas b), c) y d) compuestos naturales y semisintéticos de tipo cadinano.  
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Tabla 8. Efecto de los componentes naturales y derivados semisintéticos de H.inuloides en 

la sobrevida de C. elegans 

Tratamiento Sobrevida, 
 20° C (media) IC 95% (n) 

P vs. control 

(log-rank) 
(Gehan-
Breslow-

Wilcoxon) 
1 1 0.171-1.962 449 < 0.0001 < 0.0001 
2 1 0.169-1.964 479 < 0.0001 < 0.0001* 
7 13.661 13.13-14.20 513 <0.0001* 0.0036* 

13 14.391 13.78-15.00 557 0.1175 0.2972 
23 19.20 18.41-19.82 444 <0.0001* < 0.0001* 
27 16.991 16.38-17.59 470 <0.0001* < 0.0001* 
29 16.583 15.92-17.23 575 <0.0001* 0.0049* 
129 17.74 17.04-18.44 466 <0.0001* < 0.0001* 
130 11.012 10.41-11.60 434 0.0080* < 0.0001 
132 13.424 12.84-14.00 531 0.0001* 0.0020* 
131 11.659 11.10-12.21 499 0.0150* 0.1796** 
133 13.520 12.91-14.12 496 0.0001* 0.0050* 
134 15.216 14.47-15.95 499 0.1751 0.5905 

Control negativo 14.943 14.47-15.41 1098   
 

 

5.6.2 Resistencia al estrés  

5.6.2.1 Ensayos con juglona y paraquat 

Las quinonas como la juglona (5-hidroxi-1,4-naftalendiona) son citotóxicas por su 

capacidad para formar generar radicales libres y formar aductos consecuencia del ciclo 

redox con sus conjugados semiquinonas e hidroquinonas [122]. Por su parte, el PQ (1,1-

dimetil-4,4-cloruro de bipiridilio,) es ingrediente de los herbicidas de bipiridilo, que genera 

radicales libres durante los procesos de desintoxicación y por lo tanto aumenta los niveles 

de ERO in vivo [123], al inducir la formación de O2
•ˉ y H2O2 a partir de O2 [124]. La 

exposición prolongada al paraquat se ha asociado como un factor de riesgo potencial para el 

desarrollo de enfermedades neurodegenerativas [125]. Se ha descrito que el estrés oxidativo 

impuesto por el paraquat reduce la vida útil en C. elegans [126, 127].  

 

El tratamiento con los metabolitos de H. inuloides aumentó en algunos casos la 

resistencia de C. elegans al estrés impuesto por la juglona o el paraquat respecto al control. 

En el ensayo con juglona el compuesto 23 (quercetina) incrementó la vida media de C. 
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elegans de 1.915 ±0.018 horas a 2.074±0.041 horas (p< 0.0001). El tratamiento con los 

compuestos 7, 27 y 129 también mejoró la resistencia al estrés, sin que se observaran 

diferencias significativas (p<0.05) entre dichos tratamientos. En el ensayo con paraquat 

solo los compuestos 23 y 129 aumentaron la resistencia del gusano al estrés. En general, los 

compuestos de tipo cadinano no produjeron un efecto positivo sobre C. elegans, 

observándose, además, que compuestos como el 130 y 135 tuvieron un efecto negativo 

respecto al control (Tabla 9). Los resultados son congruentes con datos publicados que 

indican que compuestos polifenólicos protegen contra el daño, disminuyen la generación 

del radical superóxido y reducen la mortalidad inducida por la exposición crónica a 

paraquat [128-130].  

 

5.6.2.2 Efecto protector frente a CuSO4 

Los iones de ciertos metales de transición (V, Cr, Mn, Fe, Co, Ni, Cu, Zn, Mo y Cd) son 

esenciales en los procesos biológicos normales, su deficiencia conlleva a la incapacidad del 

organismo para efectuar ciertos procesos importantes [131-133]; sin embargo, la exposición 

a un exceso puede resultar en toxicidad [134]. Iones metálicos como el Cu+ o Fe2+ 

interactúan con peróxido de hidrógeno (H2O2) para formar radicales hidroxilo (OH¯), que 

conduce a condiciones patológicas que incluyen daño oxidativo a las membranas y 

biomoléculas [135].  

 

En la Tabla 10 se muestran los resultados de la actividad protectora de los metabolitos de 

H. inuloides en los cultivos de C. elegans en presencia de Cu2+. Puede apreciarse que 

solamente el extracto acetónico y los compuestos 1, 7 y 23 presentaron capacidad 

protectora, con más del 50% de gusanos al final del ensayo. El resto de los compuestos 

presentó un efecto protector inferior al 20% (Figura 13). Previamente se ha descrito que 

infusiones de H. inuloides poseen actividad quelante de Fe2+ [57], dicha actividad se puede 

asociar al contenido de compuestos fenólicos y de tipo flavonoide que posee el extracto 

[60]. Estos compuestos poseen grupos catecol y galato que pueden conjugar metales de 

transición, impidiendo la formación de radicales libres inducida por el metales [136,137], lo 

anterior puede explicar la actividad del extracto acetónico, el cual permitió una 

supervivencia del 94.38%.  
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Tabla 9. Efecto de los componentes naturales y derivados semisintéticos de H. Inuloides en la vida media de C. elegans en presencia 

de juglona y paraquat 

 

Compuesto 
Juglona 250 mM  PQ (85 mM) 

Media±EE 
(Hr) N  Log-rank 

2 P
a
 

 Media±EE 
(Hr) N  Log-rank 

2 P
a
 

7 2.058±0.053 242 4.004 0.0454*  54.428±0.811 243 3.251 0.0714 

13 1.898±0.051 310 0.04955 0.8239  53.933±0.819 304 0.5294 0.4669 

23 2.074±0.041 335 51.67 < 0.0001**  58.836±0.831 237 4.540 0.0331* 

27 2.066±0.047 280 3.858 0.0495*  54.695±0.923 275 2.830 0.0925 

29 1.905±0.043 322 0.04543 0.8312  51.510±0.913 279 1.004 0.3163 

129 2.045±0.047 301 4.373 0.0365*  57.508±0.912 268 4.132 0.0421* 

130 1.248±.037 214 110.6 < 0.0001**  44.369±0.754 293 93.91 < 0.0001** 

131 1.859±0.046 311 0.00102 0.9745  56.249±1.063 257 0.2486 0.6181 

132 1.481±0.034 329 95.75 < 0.0001  47.025±0.801 315 42.96 < 0.0001** 

133 1.791±0.051 289 0.9045 0.3416  51.874±0.885 349 0.01164 0.9141 

134 1.951±0.048 307 0.8426 0.3586  53.722±0.924 288 0.03737 0.8467 

135 0.688±0.018 255 415.6 < 0.0001**  33.818±0.512 286 256.6 < 0.0001** 

Control 1.915±0.042 248 --- ---  53.238±0.918 336 --- --- 
** P < 0.01, * P < 0.05 
a Determinado mediante la prueba de log-rank. EE, error estándar; N, número de gusanos. 
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El compuesto 23 (quercetina) presentó la mayor actividad protectora con una 

supervivencia del 88.18±7.36%. La capacidad para quelatar el cobre que poseen 

compuestos de tipo flavonoide cuyo mecanismo de quelación está asociado a que el grupo 

3-hidroxilo se encuentre libre [64]. 
 

Tabla 10. Efecto de los metabolitos de H. inuloides en la sobrevivencia de C. elegans 
expuesto a CuSO4  

Tratamiento % Sobrevida a 24 horas  
Media EE 

1 69.167** 5.64 
2 0 -- 
7 82.93** 8.87 

13 21.10 5.95 
23 88.18** 7.36 
27 6.78 4.38 
29 0 --- 
129 8.44 3.68 
130 0 0 
131 15.56 5.47 
132 6.25 6.25 
133 0 --- 
134 16.66 11.91 
135 2.38 2.38 

Ext. acetónico 94.38** 5.22 

C
on

tro
le

s  

Naringenina 72.97** 18.75 
Hid. de catequina 91.44** 3.80 
Catequina 64.14** 4.60 
Epicatequina 85.38** 5.87 
Control negativo 6.250 1.22 

Los datos representan el promedio de tres ensayos ** P < 0.05 con respecto al control negativo 
 

El efecto protector del compuesto 23 fue equivalente al de los otros flavonoides 

ensayados como controles positivos. La formación del complejo flavonoide-metal se 

evidenció mediante el espectro de UV/vis, cuyo patrón espectral es acorde con lo 

informado en la literatura [138]. En la Figura 12a (línea continua) se observan las dos 

bandas principales de absorción en la región UV/vis que presenta el compuesto 23, una a 

371 nm (banda II) que representa la absorción de los anillos B y C (sistema cinamoilo) y 

otra a 255 nm (banda I) asociada a la absorción del anillo A (sistema benzoilo), estas 

bandas están asociadas con las transiciones →* dentro del anillo aromático [139], las 

cuales se modifican por cambios de pH, presencia de metales o presencia de sustituyentes. 
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El espectro de absorción del compuesto 23 asociado al Cu2+ revela un efecto batocrómico 

como se observa en la Figura 12b (línea punteada).  

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12. Espectros UV-Vis del compuesto 23(a) y Cu-23 (b).  

 

De los compuestos de tipo cadinano, el compuesto 3,7-dihidroxi-3(4H) isocadalen-4-

ona (7) presentó una alta capacidad para proteger los cultivos de C. elegans, permitiendo 

una sobrevivencia del 82.93%. Este compuesto de tipo cadinano, tiene un hidroxilo y un 

grupo oxo similar a los grupos 3-hidroxilo y 4-oxo presentes en el anillo C de los 

flavonoides (Figura 13), propuesto como uno de los sitios de unión de los flavonoides con 

los metales [140,141].  Sin embargo, la presencia del grupo isopropilo representa un 

impedimento estérico para la formación de un complejo con el cobre, lo que implica que el 

efecto protector de este compuesto sea a través de mecanismos diferentes a la quelatación. 

 

Los datos espectrales del compuesto 7 revelan una banda primaria de absorción a 249 

nm atribuible a la aromaticidad del benceno y otra banda secundaria a 283 nm, asociada a 

las transiciones -* de la cetona. Para el espectro del compuesto 7 en presencia de cobre 

(línea punteada) se observa un desplazamiento batocrómico y un efecto hipsocrómico 

(Figura 14). 
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Figura 13. Semejaza de un fragmento estructural entre los compuestos 7 (3,7-dihidroxi-

3(4H)-isocadalen-4-ona) y 23 (quercetina) 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 14 Espectro UV/visible del compuesto 7 (a) y complejo 7-Cu (b) 

Otro compuesto que presentó actividad protectora fue el compuesto 1 (7-hidroxi-

3,4-dihidrocadaleno). Se ha informado que este compuesto inhibe la peroxidación lipídica 

mitocondrial inducida por Fe (III) [59]. Para el compuesto 1 los datos espectrales revelan 

tres bandas atribuibles a la aromaticidad del benceno con un desplazamiento batocrómico 

por efecto de la conjugación con otro anillo que posee dobles enlaces. La primera banda de 

absorción a 217 nm, otra banda secundaria a 265.0 nm y una tercera banda a 302 nm. Para 
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el espectro obtenido del compuesto 1 en presencia de cobre (línea punteada) se observa un 

efecto hipsocrómico en los tres picos de absorción (Figura 17). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 15. Espectro UV/visible del compuesto 1 (a) y 1-Cu (b) 

 

5.7. Actividad anti Helicobacter pylori 

La determinación de la actividad de los compuestos contra H. pylori se realizó 

empleando el método de cultivo líquido. Los de tipo cadinano presentaron actividad 

considerable contra la bacteria, en algunos casos la CMI fue menor a la del metronidazol, 

fármaco empleado habitualmente en la terapéutica. Como se observa en la Tabla 11, 

destaca la actividad del compuesto 133 (7-benzoxicadaleno), compuesto producto de la 

derivatización del compuesto 2 (CMI = 1.95 g/mL). El efecto del compuesto 133 sobre H. 

pylori presenta una concentración mínima bactericida menor a la de los fármacos 

metronizadol y amoxicilina. Puede observarse además el efecto de la modificación de la 

estructura molecular en la actividad biológica de los compuestos 1 y 2 y sus 

correspondientes derivados 130-133; el incremento en la aromaticidad disminuye la 

actividad de 1 con respecto a 2, de igual forma la modificación del hidroxilo en posición 7 

produce un cambio en la actividad, la formación del correspondiente producto acetilado 

reduce la actividad de los dos derivados 130 y 132, mientras que la formación de los 
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benzoatos incrementa la actividad en los compuestos 131 y 133 comparados con sus 

precursores 1 y 2. El compuesto 133 mostró la mejor actividad con una CI50 de 1.95 

g/mL. Previamente se ha descrito que H. inuloides se encuentra entre las plantas utilizadas 

en la medicina tradicional mexicana para el tratamiento de desórdenes gastrointestinales 

[51], sin embargo, es la primera vez que se reporta la evaluación de la actividad anti-

Helicobacter de sus metabolitos. 

 

Tabla 11. Actividad anti-H. pylori de los metabolitos de H. inuloides  

Compuesto CMI (g/mL) 

1 7.8 
2 3.9 
7 62.5 

13 >125 
23 62.5 
27 >125 
129 15.6 
80 >125 
130 15.6 
131 7.8 
132 7.8 
133 1.95 
134 125 

Controles  
Metronidazol 300 
Amoxacilina 0.005 
Claritromicina 0.5 

 

5.8. Actividad anti Giardia intestinalis 

La giardiasis, incluida desde 2004 en la iniciativa de las enfermedades desatendidas 

de la OMS [142], es un problema de salud pública, especialmente en los países en 

desarrollo [143]. En México, en 2012 se detectaron un total de 10,650 nuevos casos de esta 

enfermedad [144]. El MTZ es el fármaco de primera elección en el tratamiento de la 

giardiasis [145,146], sin embargo, está asociado a diversos efectos secundarios [147]. Los 

resultados de la evaluación de la actividad anti-giardia de los metabolitos de H. inuloides y 

derivados semisintéticos muestran que solo los compuestos de tipo cadinano tuvieron 

actividad sobre los trofozoítos de G. intestinalis. Aún cuando diversos estudios han 

informado que algunos flavonoides inhiben el crecimiento de trofozoítos de E. histolytica y 
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G. lamblia [148,149] y que algunos otros muestran actividad antiprotozoaria moderada 

[150].  

 

Tabla 12. Efecto antigiardiásico de los componentes naturales y semisintéticos de H. 

Inuloidesa 

 g/mL  

Compuesto CI50  EEMb CI90  EEM 

7-hidroxi-3,4-dihidrocadaleno (1) 15.3±1.98 23.69±2.29 
7-hidroxicadaleno (2), 22.96±2.31 32.51±3.25 

7-acetoxi-3, 4-dihidrocadaleno (130) 28.81±2.82 50.34±9.7 

7-benzoxi-3, 4-dihidrocadaleno (131) 64.42±18.24 >100 

7-acetoxicadaleno (132) 35.5±5.10 72.84±10.26 

7-hidroxicalamenano (135) 13.5±0.83 24.21±5.35 

Metronidazolc 
0.281±0.06 3.05±0.758 

a Los resultados se expresan como la media (n = 6) 
b Error estándar de la media 
c Control positivo 

 
Las curvas de inhibición del crecimiento ajustadas mediante regresión no lineal 

muestran un comportamiento descrito por la ecuación de Boltzman en el caso de los 

compuestos 1, 2, 130 y 135; de tipo Slogistic para el compuesto 131 y asintótica en el caso 

del compuesto 132 (Figura 16). Los compuestos 7-hidroxi-3,4-dihidrocadaleno (1) y 7-

hidroxicalamenano (135), fueron capaces de reducir significativamente la supervivencia de 

los trofozoítos de G. intestinalis in vitro (Tabla 12). La modificación en la estructura 

molecular modificó la respuesta biológica. La aromaticidad del anillo B disminuye la 

actividad del compuesto 2 y sus derivados con respecto al compuesto 1. La modificación 

del residuo hidroxilo en la posición 7 por esterificación de los compuestos 1 y 2 resultó en 

una disminución de la actividad anti-giardia. El producto de hidrogenación 135 presentó 

mayor actividad, sin embargo, no fue estadísticamente diferente al compuesto 1. Otros 

compuestos requirieron concentraciones equivalentes a dos o cuatro veces la concentración 

de los compuestos 1 y 135 para producir valores de mortalidad similares. Después de 24 h 

de exposición in vitro los trofozoítos no tratados presentaron la morfología característica de 

giardia (Figura 17a). La exposición de los trofozoítos al compuesto 1 generó un aumento 
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celular, presencia de vacuolas en el citoplasma, acumulación de material denso en los 

bordes del núcleo, fragmentación del disco adhesivo e interrupción de membrana lateral 

(Figura 17b), estas alteraciones condujeron a un daño irreversible en la estructura celular. 
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131        93.55±4.28     30.78±2.75     0.0611±0.0074           7.250         0.982

Comp            A1                  A2                 x0                 dx           Chi^2/DoF
1              2.86±2.44       97.27±0.88     14.31±0.36      4.38±0.35         1.556
2              5.48±3.03       97.95±1.46     22.39±0.73      5.63±0.80         3.945
130         -1.30±5.58      88.30±2.33      27.50±2.03    11.51±1.78        5.081
135          10.22±0.33     99.95±0.13     15.58±0.064    4.70±0.05        0.035
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Figura 16. Efecto de la la concentración  de los metabolitos de H. inuloides y el fármaco de 
referencia (MTZ) en el crecimiento de los trofozoítos de G. intestinalis. Las ecuaciones 
describen las curvas con mejor ajuste obtenidos por regresión no lineal. 
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Figura 17. Microscopía electrónica de transmisión de trofozoítos de Giardia intestinalis. (a) grupo 

control. Se observa la integridad del disco adhesivo (DA), membrana dorsal (MD), núcleo (N) y 

axonemas flagelares (AF). Flanco ventrolateral (FVL), cresta lateral (CL), (b) trofozoítos expuestos 

a 50 g/mL del compuesto 1.  

 

Estos resultados revelan por primera vez la eficacia de los compuestos 1 (7-hidroxi-

3,4-dihidrocadaleno y 135 (7-hidroxicalamenano) para inhibir el crecimiento de los 

trofozoítos de G. intestinalis. Sin embargo, el mecanismo de acción implicado en la lisis y 

la muerte de las células de Giardia no se conoce aún, lo anterior pone en evidencia la 

necesidad de desarrollar estudios complementarios que permitan entender el mecanismo de 

acción de los compuestos.  

 

5.9. Ensayo de toxicidad 

5.9.1 Ensayo con Artemia salina 

A partir de 1982 se introdujo el uso de larvas de Artemia spp en sustitución de los 

animales superiores para evaluar extractos de plantas, en la búsqueda de compuestos con 

actividad antitumoral y citotóxica [151]. Los resultados de las pruebas con Artemia salina 

se resumen en la Tabla 14. Puede observarse que los compuestos 1, 2, 17, 135 y 136 

exhibieron efectos tóxicos para las larvas de Artemia salina mostrando un comportamiento 

dependiente de la concentración (Figura 18). El resto de los compuestos evaluados no 

presentó efecto tóxico significativo. 
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Tabla 13. Toxicidad de los sesquiterpenos aislados de H. inuloides  

Compuesto 

% de larvas muertas 

CI50 (M) 
Dosis (M) 

1 10 100 
1 0 0 100 45.47±1.74 
2 0 0 100 53.92±1.04 
7 0 0 0 >100 

13 0 0 0 >100 
17 0 0 100 54.13±1.07 
130 0 0 100 >100 
131 0 0 0 >100 
132 0 0 100 >100 
133 0 0 0 >100 
135 0 0 98 70.16±1.08 
136 0 0 100 39.4±1.07 

Control (K2Cr2O7)    385.6±1.07 
 

Los valores representan el promedio de tres experimentos independientes ± error estándar de la 

media  ESx . Los resultados de CI50 fueron sujetos a un análisis de varianza seguido de una 

prueba de Dunnett. Los valores de p  0.05 (*) y p  0.01 (**) fueron considerados estadísticamente 

diferentes con respecto al control (K2Cr2O7). 
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Figura 18: Curvas concentración-sobrevida de los compuestos 1, 2, 17, 135 y 136 en larvas 

de Artemia salina. 
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5.9.2 Viabilidad celular en macrófagos 

Los compuestos 1 y 2 y el derivado acetilado 132 produjeron una disminución en la 

viabilidad de los macrófagos a 25 μg/mL (Tabla 14). En el resto de los compuestos el 

porcentaje de células vivas cuantificadas empleándo el método de MTT fue mayor al 75%. 

La modificación de la estructura molecular de los compuestos 1 y 2 modificó su efecto 

tóxico. La acetilación no modificó el efecto tóxico de 2, sin embargo la esterificación de 1 y 

2 con cloruro de benzoilo para formar los correspondientes derivados 131 y 133 disminuyó 

su efecto tóxico en los macrófagos.  

 

Tabla 14. Efecto de los metabolites de H. inuloides en la viabilidad de la línea celular de 

macrofagos RAW264.7  

Compuesto 

(25 µg/mL) 

% 

Viabilidad 

1 4.0±0.5* 

2 3.6±0.1* 

7 92.5±7.5 

5 100 

23 100 

27 89.7±10.3 

28 79.6±0.1* 

129 100 

130 5.2±0.09* 

131 100 

132 3.7±0.06* 

133 100 

Ácido Oléico a 91.92±1.4 
a Control negativo. * p< 0.05 con respecto al control negativo. 

 

5.9.3 Toxicidad aguda en ratón 

Debido a la escasez del compuesto 2, solamente se evaluó el potencial tóxico del 

compuesto 1 mediante el ensayo de toxicidad aguda oral en ratones cepa CD1 según el 

método descrito en la Guía Nº 423 de la OCDE [152]. En el ensayo se administraron por 

vía oral dosis de 300 y 2,000 mg/kg de peso. La administración oral del 300 mg/kg no 

produjo signos de toxicidad, ni se observó muerte de los animales. Sin embargo, la 
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administración de 2,000 mg/kg del compuesto 1 dio lugar a una disminución de la actividad 

motora, disminución de los reflejos y respiración entrecortada, 1 h después apareció 

postración. Estos síntomas desaparecieron 4 h después. Al analizar la variación del peso 

corporal, durante el período de tratamiento, se observó un incremento similar entre el grupo 

tratado con 300 mg/kg y el grupo control, mientras que el grupo tratado con 2,000 mg/kg 

presentó una disminución en el peso corporal durante el período de prueba respecto al 

control (Figura 19). Al final del período de prueba la administración de 2,000 mg/kg 

produjo la muerte de 3 ratones. De acuerdo con estos resultados el compuesto 1 aislado a 

partir de las flores secas de H. inuloides se enmarca en la categoría 4 (300-2,000 mg/kg) del 

Sistema Globalmente Armonizado de clasificación y etiquetado de productos químicos y 

tendría una DL50 cercana a los 500 mg/kg de peso corporal [153]. 
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Figura 19: Efecto de la administración de dos dosis del 7- hidroxi-3,4-dihidrocadaleno (1) 

en el peso corporal de ratones 

 

Las secciones de hígado de los animales del grupo control (grupo I) mostraron una 

histo-arquitectura típica con un arreglo normal de las células en los lóbulos del hígado con 

una vena central y cordones radiales hepáticos y sinusoides intactos (HE, ampliación 40X). 
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La microscopía reveló un citoplasma integro (Figura 20). En los grupo II y III (300 y 2000 

mg/kg de peso corporal respectivamente) la microscopía óptica reveló distorsión en la 

arquitectura, la presencia de un infiltrado inflamatorio, compuesto de células 

mononucleares (células Kupffer), y vacuolización de los hepatocitos. No se obervaron 

cambios morfopatológicos en los riñones de grupo de control, se observaron numerosos 

glomérulos, túbulos renales y tejido intersticial revelando una estructura histológica normal. 

El tratamiento con 300 mg/kg y 2000 mg/kg de peso causó una leve alteración en su 

estructura morfológica, además, se observó distensión de la cápsula de Bowman, siendo 

más evidente a una dosis de 2,000 mg/kg de peso corporal (Figura 20). 

 

 

Figura 20. Cortes (5m) de hígado y riñón de ratones administrados por via oral con 

solución de electrolitos (I) y con 300 y 2000 mg/kg del compuesto 1 (II y III) obtenidas en 

el día 15 del tratamiento. Abreviatura: cv (vena central), Kc (células de Kupffer), Bc 

(cápsula de Bowman), Gl (glomérulo), pct (túbulo contorneado proximal), Secciones (5 

mm) de hígado y riñón de ratones teñidas con HE (40X). 
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5.10. Ensayos para determinar la configuración absoluta 

5.10.1 Obtención de derivados de Mosher 

A partir de la reacción entre el compuesto 1 y con los cloruros R y S- del AMTFA 

[154] se obtuvieron los correspondientes ésteres de Mosher 138 y 139 (Figura 21). La 

comparación de los desplazamientos químicos de los ésteres R- y S- no reveló diferencias 

significativas (tabla 15). Lo anterior puede atribuirse a las libres rotaciones que pueden 

existir a lo largo de los enlaces  del éster, lo cual no permite la diferenciación 

espectroscópica a temperatura ambiente. Debido a lo anterior se decidió realizar los 

espectros de RMN a baja temperatura (-40 °C, en CDCl3), sin embargo, no fue posible 

observar diferencias que permitieran concluir acerca de la configuración del compuesto 1.  

 
Tabla 15. Datos de RMN 1H (400 MHz) y 13C (100 MHz) en CDCl3de 138 y 139 

Posición 
138 139 

H C H C 
1 - 130.80 -  
2 5.716 m 124.34 5.715 m 124.33 
3 2.355 m 25.48 2.354 m 25.48 
4 2.348 m 43.79 2.500 m 43.79 
5 - 137.45 -  
6 6.949 sa 131.38 6.947 sa 131.35 
7 - 127.01 -  
8 - 147.14 -  
9 6.850 s 115.26 6.844 s 115.25 
10 - 134.82 -  
11 1.857 dq (J=7.0) 30.17 1.857 dq (J=7.0) 30.17 
12 0.880 d (J=7.0 ) 20.24 0.879 d (J=7.0 ) 20.24 
13 0.790 (J=7.0) 21.38 0.792 (J=7.0) 21.39 
14 1.966 sq (J=2.0) 18.85 1.963 sq (J=2.0) 18.87 
15 2.081 s 16.04 2.082 s 16.08 
1’ - 165.06 -  
2’ - 84.71 -  
3’ - 123.33 -  
4’ - 131.92 -  
5’, 9’ 7.700 dd (J=6.0, 1.5) 127.47 7.701 m 127.46 
6’,8’  7.465 dd (J=6.0, 6.0) 128.55 7.465 m 128.55 
7’ 7.465 m 128.82 7.465 m 128.82 
10’ 3.704 s 55.71 3.706 s 55.71 
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Figura 21. Reacción del 7-hidroxi, 3,4-dihidrocadaleno con los cloruros R y S del ácido -

metoxi--trifluorometilfenil acético (AMTFA) [154] 

 

5.10.2 Análisis mediante dicroísmo circular 

Para determinar la configuración absoluta de los compuestos 7 y 13 mediante el 

análisis de la curva de dicroísmo circular, se determinó primeramente su actividad óptica. 

El ácido 7-metil--hidroxi-calamen-15-oico (13) presentó actividad óptica, mientras que 

2,6-dihidroxi-4,7-dimetil-3(4H)-naftalinona (7) no presentó actividad óptica, lo que implica 

que este último compuesto se encuentra como mezcla racémica, por lo que no procede la 

determinación de la configuración absoluta. Se aplicó la regla del benzoato [155] para 

diucidar la configuración absoluta del ácido 7-metil--hidroxi-calamen-15-oico (13). El 

arreglo espacial de la molécula utilizando este modelo (Figura 22) coincide con el espectro 

de dicroísmo circular en la cual se observa un efecto Cotton negativo corresponde a una 

configuración R. El aporte al signo está dado por el isopropilo (Figura 23). 
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Figura 22. Representación esquemática del compuesto 13 (ácido 7-metil-hidroxi-

calamen-15-oico) en los espacios tridimensionales definidos por la regla del benzoato [155] 

 

200 250 300 350

-10

-5

0

5

 [nm]

206nm; 1.00801

232nm; -1.62829212; -162607

219nm; -0.952247

DC

 
Figura 23. Espectro de dicroísmo circular para el compuesto 13 (ácido 7-metil-hidroxi-

calamen-15-oico) 
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5.11. Publicaciones 

Artículo 1 

In vitro activity of “Mexican Arnica” Heterotheca inuloides Cass natural products 

and some derivatives against Giardia intestinalis. 

 

Autores: José Luis Rodríguez-Chávez, Yadira Rufino-González, Martha Ponce-Macotela, 

Guillermo Delgado. 

 

Publicado en: Parasitology. 2015, 142(4): 576-84.  

 

El trabajo hace referencia a la actividad antigiardia de metabolitos y derivados 

semisintéticos de Heterotheca inuloides Cass (árnica). Los resultados dan apoyo científico 

al uso tradicional de esta planta plantas para el tratamiento de trastornos gastrointestinales. 
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Artículo 2 

Antioxidant Capacity of „„Mexican Arnica‟‟ Heterotheca inuloides Cass Natural 

Products and Some Derivatives: Their Anti-Inflammatory Evaluation and Effect on C. 

elegans Life Span. 

 

Autores: José Luis Rodríguez-Chávez, Elvia Coballase-Urrutia, Antonio Nieto-Camacho, 

Guillermo Delgado-Lamas.  

 

Publicado en: Oxidative Medicine and Cellular Longevity. Volume 2015, Article ID 

843237, 11 pages. http://dx.doi.org/10.1155/2015/843237 

 

El trabajo hace referencia a la capacidad de los metabolitos y derivados semisintéticos de 

Heterotheca inuloides Cass para actuar como agentes antioxidantes, la actividad 

antiinflamatoria de los constituyentes no reportados y su efecto en la sobrevida de. Incluye 

una discusión sobre el efecto de la modificación estructural en la actividad biológica de los 

metabolitos. 
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Artículo 3 
Toxicological evaluation of the natural products and some semisynthetic derivatives of 

Heterotheca inuloides Cass (Asteraceae)  

 

José Luis Rodríguez-Chávez,  Elvia Coballase-Urrutia, Gloria Sicilia-Argumedo, Teresa Ramírez-

Apan, Guillermo Delgado 

 

Publicado en: Journal of Ethnopharmacology. 2015, 175: 256-275. 

 

El trabajo incluye la evaluación toxicológica de los metabolitos y ciertos derivados 

semisintéticos de H. inuloides, empleando diversos modelos biológicos. El documento 

aporta conocimiento sobre la toxicidad de los metabolitos de una planta ampliamente 

empleada en la medicina tradicional Mexicana.  
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Artículo 4 

Heterotheca inuloides (Mexican arnica) metabolites protects Caenorhabditis elegans from 

oxidative damage and inhibits the nitric oxide production  

 

José Luis Rodríguez-Chávez, Virginia Gómez-Vidales, Elvia Coballase-Urrutia, Daniel Ortega-

Cuellar, Guillermo Delgado 

 

Sometido a: RSC Advances 

 

El trabajo incluye los resultados de la evaluación de los metabolitos aislados del extracto 

acetónico de H. inuloides para proteger a Caenorhabditis elegans contra el daño generado 

por iones Cu2+ empleando técnicas espectroscópicas. Adicionalmente se evaluó su 

capacidad para inhibir la síntesis de óxido nítrico en macrófagos estimulados con LPS.  
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Artículo 5 

Mexican Arnica (Heterotheca inuloides Cass Asteraceae: Astereae): Ethnomedical uses, 

chemical constituents and biological properties 

 

José Luis Rodríguez-Chávez, Verónica Egas Ortuño, Guillermo Delgado 

 

 

El trabajo es un estudio bibliográfico en el que se recopila, analiza, sintetiza y discute la 

información publicada sobre Heterotheca inuloides, sus usos etnomédicos, los compuestos 

químicos aislados a partir de esta planta y las actividades biológicas de los extractos y 

metabolitos secundarios de esta especie. El trabajo examina la información bibliográfica 

publicada e incluye un análisis crítico del estado de los conocimientos reportados en la 

literatura. Se describen las actividades antioxidante, antiinflamatoria, antimicrobiana, 

antinociceptiva y protecctora de algunos metabolitos secundarios de H. inuloides también 

se describe su potencial beneficio terapéutico, ecológico y agronómico.  
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6. Desarrollo experimental 
 
6.1. Materiales y equipos 

Las placas comatográficas se revelaron empleando una lámpara UV Spectroline 

ENF-240C ( de 254 y 365 nm). Para determinar los puntos de fusión se empleó un equipo 

Fisher Johns y no fueron corregidos. Los espectros de infrarrojo (IR) se obtuvieron en un 

espectrofotómetro FT-IR Bruker Tensor 750 en solución de CHCl3 y pastilla de KBr. Los 

espectros de UV se obtuvieron en un espectrofotómetro Shimadzu-UV160. La 

determinación de la rotación (RO) óptica se efectuó en un polarímetro Perkin-Elmer 341. 

Los espectros de dicroísmo circular (DC) se obtuvieron en un dicrógrafo Jasco J-720. Los 

espectros de masas por impacto electrónico se obtuvieron en un espectrómetro Jeol JMS-

AX505HA con un potencial de ionización de 70 eV y una corriente de ionización de 100 a. 

y para ionización por bombardeo rápido de átomos (FAB+) se empleó un equipo Jeol JMX-

SX102A.  

 

Todos los reactivos empleados fueron grado analítico, el piruvato de sodio, la 

DMTU, el ácido NDGA, el ácido ascórbico, la histidina, el naranja de xilenol, el ATA, el 

ABTS, el DFPH, el DMSO, la DMNA, la catalasa, la xantina, la xantina oxidasa, el NBT, 

la dL-penicillamina, el ATB, el ATF, el -tocoferol, el HTB, el BTH, el TMB, el BHTA, el 

PTM, los cloruros R- y S- del AMTFA, el ácido mCPBA, ácido tricloro acético, el medio 

RPMI-1640, el clorhidrato de aminoguanidina, reactivo de Griess, MTT y el 

lipopolisacárido de E. coli, serotipo 055: B5 fueron obtenidos de Sigma-Aldrich (St. Louis, 

Mo. EUA.). La dihidrorodamina 123 se obtuvo de Cayman Chemical (Ann Arbor, MI, 

EUA.). El etanol, el H2O2, el H2SO4, el metanol, sal sódica del ácido etilenediamin-

tetraacético (EDTA), el NaCl, el KH2PO4, el NaHPO4•7 H2O y el NaOH, fueron obtenidos 

de Merck-México. El hipoclorito de sodio (NaOCl) se compró a Hycel (México).  

 

Para la separación y purificación de los productos naturales presentes en el extracto 

acetónico de H. inuloides, así como de los derivados semisintéticos, se empleó como fase 

estacionaria sílica gel (SiO2) malla 230-400 ASTM y como fase móvil los siguientes 

disolventes n-hexano, acetato de etilo, acetona, diclorometano y benceno en diferentes 
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proporciones. El fraccionamiento, pureza de los constituyentes y avance de las reacciones 

se realizó empleando placas para cromatografía analítica soportadas en aluminio, mientras 

que la comatografía en capa preparativa se realizó empleando placas de vidrio 20 x 20 cm 

(Merck 60 F254, Merck Millipore, Darmstadt, Alemania). Para el revelado de las placas de 

CCF se emplearon soluciones de sulfato cérico amoniacal ((NH4(4Ce(SO4)4) al 1% en 

H2SO4 y ácido fosfomolíbdico. Se observaron los procedimientos estándares de seguridad y 

prácticas seguras en el laboratorio. 

 

6.1.1 Material biológico 

Las flores secas de Heterotheca inuloides fueron donadas por Laboratorios Mixim 

(México). El material vegetal se recolectó en 2010, en la localidad de Mesas Altas de San 

Juan Xoconusco, municipio de Donato Guerra (Estado de México) y autentificadas por M. 

en C. Abigail Aguilar Contreras. Una  muestra del material vegetal se depositó bajo el 

código IMSSM-16064 en el Herbario de Plantas Medicinales del Instituto Mexicano del 

Seguro Social (IMSS, Ciudad de México).  

 

La cepa de C. elegans Bristol N2 (de tipo silvestre) se obtuvo del Caenorhabditis 

Genetics Center (CGC) (Universidad de Minnesota, E.U.) y se mantuvo en medio NGM a 

20° C [110]. La obtención de gusanos sincronizados se generó en todos los experimentos a 

través del método de hipoclorito de sodio. La eclosión de los gusanos se efectuó en cajas 

Petri con medio líquido y Escherichia coli cepa OP50 como fuente de alimento [156]. La 

cepa de referencia WB (ATCC 30957) de Giardia intestinalis fue proporcionada por la Dra. 

Guadalupe Ortega (CINVESTAV), esta cepa se aisló originalmente en los Institutos 

Nacionales de Salud (NIH) de los Estados Unidos de un paciente con sintomatología 

gastrointestinal crónica y cuyo padecimiento se diagnosticó como giardiasis [157]. Los 

quistes de Artemia salina (Eclosión Azul®) se obtuvieron en una tienda local y se 

eclosionaron en placas de Petri con agua de mar artificial Instant Ocean® (Aquarium 

Systems, Inc. Blacksburg, VA). 
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6.2. Sección experimental 

6.2.1 Aislamiento 

Las flores secas de H. inuloides (10 Kg) se maceraron en acetona (3 ocasiones, 24 

horas cada vez) a temperatura ambiente en recipientes de vidrio. El líquido obtenido de la 

maceración se concentró a presión reducida, obteniéndose 480 g de residuo. El extracto se 

disolvió en acetona y se adsorbió en sílica gel, el cual se colocó en una columna de vidrio 

empacada con sílica gel Merck 60 F254. La columna se eluyó con n-hexano y mezclas de 

polaridad creciente de n-hexano/acetato de etilo. Las fracciones colectadas (1 L) se 

analizaron mediante CCF. Se obtuvieron 250 fracciones que se reunieron en 8 fracciones 

principales (F1-F8) de acuerdo a su similitud. La identificación de las sustancias puras 

obtenidas del fraccionamiento se determinó mediante la comparación de sus propiedades 

físicas y espectroscópicas (RMN 1H y 13C; UV, IR, masas) con las informadas en la 

literatura y por comparación con muestras aisladas previamente en el laboratorio. 

Adicionalmente, se efectuaron experimentos bidimensionales de RMN 1H y 13C (COSY, 

NOESY, NBC, HSQC, DEPT) para la elucidación estructural compuestos.  

 

6.2.2 Obtención de derivados 

6.2.5.1 Esterificación 

Se llevaron a cabo las reacciones de esterificación con anhídrido acético /piridina y 

cloruro de benzoilo/piridina con los compuestos: 1 (7-hidroxi-3,4-dihidrocadaleno) y 2 (7-

hidroxicadaleno). Además se efectuó la acetilación del compuesto 23 (quercetina) con los 

mismos reactivos a temperatura ambiente. La formación de productos se siguió por 

cromatografía en capa fina (CCF) utilizando una mezcla de n-hexano-EtOAc (8.5:1.5) 

como fase móvil hasta el consumo de la materia prima. La reacción se detuvo mediante la 

adición de hielo y se dejó agitar por 1 h. La mezcla de reacción se extrajo con EtOAc (3 

veces). Las fases orgánicas fueron reunidas y se trataron secuencialmente con HCl al 10%, 

con una solución saturada de NaHCO3, y finalmente con solución saturada de NaCl. El 

residuo orgánico se secó mediante la adición de sulfato de sodio anhidro, se filtró y el 

filtrado se concentró a vacío. El residuo resultante se sometió a cromatografía sobre gel de 

sílice usando un gradiente de n-hexano-EtOAc para dar los derivados 130-133 con 

rendimientos de 86%, 82%, 56% y 81%, respectivamente.  



Desarrollo experimental 

91 
 

6.2.5.1 Hidrogenación 

El compuesto 1 (36 mg, 0,163 mmoles) se disolvió en 6 mL de acetato de etilo en 

un matraz de 50 mL. El matraz se selló con un septum y el aire se sustituyó con argón. Se 

añadió el catalizador de 10% de Pd/C (4 mg), colocando el matraz en el equipo de 

hidrogenación. El sistema se purgó con H2 para reemplazar el argón. La mezcla se agitó a 

25°C durante 2 h. El desarrollo de la reacción se controló por CCF usando n-hexano-EtOAc 

(8.5:1.5). La mezcla de reacción se purificó usando una columna cromatográfica de gel de 

sílice, utilizando un gradiente n-hexano-EtOAc para dar el compuesto 135 en 93%. 

 

6.2.5.1 Oxidación con ácido mCPB 

La reacción del compuesto 2 con el ácido mCPB se llevó a cabo en tubos de vidrio 

G-10 de 10 mL, en el equipo de microondas Monowave Anton Paar. A una solución de 

mCPBA (320 mg) en CHCl3 (6 mL) se añadieron 82mg de sustrato (2). La mezcla de 

reacción se agitó a 200 rpm a una temperatura de 55 ° C durante 4 minutos. La mezcla se 

enfrió y los productos de oxidación se lavaron con solución de NaHCO3 al 5%, y solución 

saturada de NaCl, secándose con sulfato de sodio anhidro. El residuo resultante se sometió 

a cromatografía en gel de sílice usando un gradiente de hexano-EtOAc para obtener los 

compuestos 136 y 137. 

 

6.2.5.1 Características físicas y químicas de los productos naturales y derivados 

semisintéticos 

 

1 (7-hidroxi-3,4-dihidrocadaleno) [35] 

 
 

Sólido blanco. RMN 1H (CDCl3, 400 MHz): J (Hz): 6.85 (s, H-5), 6.67 (s, H-8), 5.67 (t, 

H-2), 4.53(s, OH), 2.31-2.34 (m, H-3 y H-4), 2.23 (3H, s, C-15), 1.96 (3H, s, C-11), 1.83 

(hept, H-12), 0.87 (3H, d, C-13), 0.79 (3H, d, C-14). 
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2 (7-hidroxicadaleno) [158] 

 
 

Sólido blanco. RMN 1H (CDCl3, 400 MHz): J (Hz): 7.89 (1H,s, H-5), 7.25 (1H,s, H-8), 

7.15 (2H, dd, J = 7, H-2 y H-3), 4.93(1H, s, OH), 3.67 (1H, hept, H-12), 2.56 (3H, s, C-11), 

2.46 (3H, s, H-15), 1.38 (3H, d, C-13), 1.35 (3H, d, C-14). 

 

11 (2,6-dihidroxi-4,7-dimetil-3-(4H) nafatalinona) [43] 

 
 

Sólido blanco. RMN 1H (CDCl3, 300 MHz): J (Hz): 7.72 (s, H-8), 6.70 (1H, s, H-5), 6.04 

(1H, d, H-3), 5.23(1H, s, OH), 3.29 (1H, s, OH), 2.27 (3H, s, C-15), 2.10 (3H, s, C-11), 

1.89 (1H, hept, H-12), 0.87 (3H, d, H-13), 0.83 (3H, d, H-14). 

 

13 (Ácido 7-metil--hidroxi-calamen-15-oico) [43] 

 
Sólido blanco. RMN 1H (CDCl3, 300 MHz): J (Hz): 7.94 (1H, s, H-5), 7.89 (1H, dd, H-

7), 7.67(1H, d, H-8), 2.59 (1H, ddd, H-4), 2.35 (1H, m, H-11), 1.7-2.0 (4H, m, H-2, H-3), 

1.53 (3H, d, H-14), 1.05 (3H, d, H-12), 0.79 (3H, d, H-13). 

 

23 (Quercetina) [159] 
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Sólido amarillo. RMN 1H (CDCl3, 300 MHz): J (Hz): 12.1 (1H,s), 10.2 (1H, s), 9.0(1H, 

s), 8.8 (1H, s), 8.5 (1H, s), 7.75 (4H, d, H-8, H-2), 7.59 (1H, dd, H-66.9 (1H, d, H-5),.6.38 

(1H, d, H-8), 6.21 (1H, d, H-6). 

 

27 (Éter 3,7,3‟-trimetílico de quercetina) [160] 

 
Sólido Amarillo. RMN 1H ((CD3)2CO, 400 MHz): J (Hz): 12.79 (1H,s,OH-5), 

7.83(1H,d,2‟), 7.75(1H,dd,H-6‟), 7.05 (1H,d,H-5‟), 671(1H,s, H-8), 6.36 (1H,s,H-6), 3.99 

(3H,s, OCH3-3‟), 3.96 (3H,s, OCH3-7), 3.94 (3H,s OCH3-3). 

 

29 (Éter 3,7,3‟,4‟-tetrametílico de quercetina) [161] 

 
 

Sólido amarillo. RMN 1H (CDCl3, 300 MHz):  J (Hz): 12.64 (1H,s,OH-5), 7.73(1H,d,6‟), 

7.69(1H,d,H-5‟), 6.99 (1H,d,H-2‟), 6.45(1H,s, H-8), 6.36 (1H,s, H-6), 3.97 (3H,s, OCH3-3), 

3.97 (3H,s, OCH3-3‟), 3.88 (3H,s OCH3-4‟), 3.86 (3H,s OCH3-7). 

 

48 (Espinasterol) [162] 

 
Sólido blanco. RMN 13C (CDCl3, 75 MHz):  (C-1),  (C-2), (C-3), 

(C-4), (C-5), (C-6), (C-7), (C-8), (C-9), (C-

10), (C-11), (C-12), (C-13), (C-14), (C-15), (C-
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16), (C-17), (C-18), (C-19), (C-20), (C-21), (C-

22), (C-23), (C-24), (C-25),  (C-26), (C-27), (C-

28), (C-29). 

 

129 (éter 7,4‟-dimetílico de Eriodictiol) [163] 

 
Sólido blanco. RMN 1H (CDCl3, 300 MHz): J (Hz): 12.03 1H,s,5-OH); 6.98 (1H,dd,H-

6‟); 6.96 (1H,dd,H-5‟); 6.94 (1H,d,H-2‟); 6.07 (1H,d,H-8); 6.05 (1H,d,H-6); 5.72 (1H,s, 

OH-4‟); 5.34 (1H, dd, H-2); 3.94 (3H, s, OCH3-3‟); 3.81 (3H, s, OCH3-7); 3.10 (1H, dd, 

H-3), 2.78(1H, dd, H-3). 

 

130 (7-acetoxi-3,4-dihiidrocadaleno) 

 
Sustancia aceitosa. Rf : 0.58 (n-hexano/ EtOAc 4:6). []25

D -5.45 (c 0.1, MeOH); IR (KBr) 

max 3552, 2962, 2931, 2862, 1720, 1600, 1580, 1491, 1463, 1381, 1290, 1233, 1222, 

1216, 1128, 1074, 1037, 956, 918 cm-1. Desplazamientos de RMN de 1H y 13C ver la Tabla 

16. EIMS m/z 258 [M]+ (9), 215 (10), 214 (5), 199 (5), 186 (4), 174 (16), 173 (100), 172 

(9), 158 (14), 155 (5), 128 (5), 115 (3). HRFABMS m/z 258.1620 [M]+ (calculado para 

C17H22O2, 258.1620).  

 

131 (7-benzoxi-3,4-dihidrocadaleno) 

 
Sustancia aceitosa. []25

D -28 (c 0.1, MeOH). IR (KBr)max 3030, 2960, 2928, 2871, 

1732, 1602, 1567, 1495, 1452, 1382, 1261, 1175, 1130, 1084, 1066, 1026, 900 cm-1. 

Desplazamientos de RMN de 1H y 13C ver en la tabla 16, EIMS m/z 320 [M]+ (5), 277 (7), 
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175 (3), 106 (6), 77 (13). HRFABMS m/z 320.1770 [M]+ (calculado para C22H24O2, 

320.1776).  

 

Tabla 16. Datos de RMN de 1H, 13C para 130, 131, 132 y 133 (400,125 MHz, CDCl3, ) 

 130 131 132 133 

Posición H C H C H C H C 

1 -- 136.6 -- 136.7 -- 129.9 -- 131.6 
2 5.69 123.8 5.72 123.8 7.24 125.7 7.31 126.3 
3 2.35 25.8 2.39 25.5 7.26 121.2 7.28 121.2 
4 2.35 43.8 2.39 43.8 -- 142.1 -- 142.1 
5 6.94 131.9 7.01 133.4 7.99 126.3 7.79 128.7 
6 -- 127.2 -- 129.6 -- 132.4 -- 129.9 
7 -- 147.7 -- 147.8 - 147.5 -- 147.7 
8 6.82 115.9 6.99 116.2 7.63 116.3 8.06 116.5 
9 -- 134.7 -- 131.0 - 131.5 -- 133.5 
10 -- 127.0 -- 127.3 -- 128.5 -- 125.7 
11 1.97 18.9 2.00 18.9 2.61  19.3 2.64 19.3 
12 1.87 30.2 1.92 30.2 3.69 28.4 3.74 28.4 
13 0.88 20.1 0.92 21.2 1.39 23.6 1.44 23.6 
14 0.81 21.4 0.85 20.2 1.38 23.6 1.42 23.6 
15 2.14 15.9 2.22 16.0 2.39 17.0 2.46 17.2 
1‟ -- 169.3 -- 165 -- 169.6 -- 165.2 
2‟ 2.32 20.8 -- 131.2 2.40 20.9 -- 129.6 
3‟   8.24 130.1   8.32 130.2 
4‟   7.54 128.5   7.58 128.6 
5‟   7.66 134.7   7.70 132.5 
6‟   7.54 128.5   7.58 128.6 
7‟   8.24 130.1   8.31 130.2 

 

132 (7-acetoxicadaleno) 

 
Agujas incoloras (n-hexano- EtOAc). pf 68-70 °C. IR (KBr)max 3073, 3037, 3021, 2966, 

2929, 2869, 1750, 1464, 1441, 1236, 1149, 1126, 1041, 1017, 914 cm-1. Desplazamientos 
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de RMN de 1H y 13C ver en la tabla 16. EIMS m/z 256 [M]+ (20), 215 (15), 214 (55), 184 

(13), 169 (6), 155 (7), 153 (6), 128 (5). HRFABMS m/z 256.1466 [M]+ (calculado para 

C17H20O2, 258.1463).  

 

133 (7-benzoxicadaleno)  

 
 

Agujas incoloras (n-hexano EtOAc). pf 138-140 °C. IR (KBr)max 2962, 2924, 2862, 

1734, 1599, 1508, 1447, 1381, 1317, 1266, 1241, 1149, 1062, 1024, 714 cm-1. 

Desplazamientos de RMN de 1H y 13C ver en la tabla 16. EIMS m/z 318 [M]+ (35), 303 (3), 

170 (9), 128 (3), 155 (9), 141 (100), 128 (3), 77 (25). HRFABMS m/z 318.1628 [M]+ 

(calculado para C22H22O2, 318.1620). 

 

134 (Pentaacetil-quercetina) [164] 

 
 

Sólido blanco. RMN 1H (CDCl3, 300 MHz): , J (Hz): 12.04 1H, s, 5-OH); 6.98 (1H, dd, 

H-6‟); 6.96 (1H, dd, H-5‟); 6.93 (1H,d,H-2‟); 6.08 (1H,d,H-8); 6.07 (1H, d, H-6); 5.73 (1H, 

s, OH-4‟); 5.35 (1H, dd, H-2); 3.95 (3H, s, OCH3-3‟); 3.82 (3H, s, OCH3-7); 3.10 (1H, dd, 

H-3), 82 (1H, dd, H-3). 

 

135 (7-hidroxicalamenano) [165] 
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Sustancia aceitosa. RMN 1H (400 MHz CDCl3): , J (Hz): 6.94(1H, s, H-5), 6.57(1H, s,H-

8), 4.46(1H, s, OH-7), 2.76(1H, m, H-1), 2.52(1H, dd, H-4), 2.20(3H, s, CH3-15), 2.17(1H, 

m, H-12), 1.78(1H, m, H-2b), 1.73(1H, m, H-3a), 1.68(1H, m, H-3b), 1.59(1H, m, H-2a), 

1.23(3H, d, CH3-11), 1.01(3H, d, CH3-12), 0.76(3H, m, d, CH3-11). 

 

136 (Mansonona C) [166] 

 
Cristales rojo-naranja, pf: 133-135°C [lit: 134-135°C] [192]; (n-hexano-EtOAc). RMN 1H 

(500 MHz): δH 7.65 (1H, s, H-4), 7.42 (1H, br, H-6), 7.18 (1H, br, H-7), 3.38 (1H, m, H-

11), 2.62 (3H, s, H-14 ), 2.07 (3H, s, H-16), 1.29 (3H, d, H-12), and 1.28 (3H, d, H-13). 

RMN 13C (CDCl3, 125 MHz): 182.00 (C-1), 182.33 (C-2), 145.29 (C-5), 142.99 (C-8), 

137.93 (C-3), 135.01 (C-4), 134.11 (C-10), 132.45 (C-6), 131.91, (C-7), 129.33 (C-9), 

28.29 (C-11), 23.73 (C-12), 23.73, (C-12), 22.82 (C-14), 15.96 (C-15).  

 

137 (6-isopropil-4,9-dimetilbenzo[c]oxepina-1,3-diona)  

 

 
Sustancia aceitosa transparente. IR (KBr) max 2965, 2929, 2873, 1782,1740, 1568, 1451, 

1414, 1383, 1257, 1232, 1212, 1181, 1154, 1090, 1055, 1003, 7806, 742 cm-1.UV (MeOH) 

 max (log ): 242.2 (4.129), 216.4 (4.30). NMR 1H (500 MHz): δ 7.378 (1H, d, H-7) and δ 

7.281 (1H, d, H-8), δ 7.235(1H, s, H-5), δ 3.187 (1H, m, H-12), δ 2.40 (3H, s, H-15), δ 

2.263(3H, d, H-16), δ 1.25 (3H, s, H-13), δ 1.25 (3H, s, H-14). NMR 13C (CDCl3, 125 

MHz): 161.72 (C-1), 163.02 (C-3), 144.70(C-6), 134.62(C-9), 132.89(C-11), 132.39(C-5), 

131.07(C-4), 130.77(C-7), 128.57(C-8), 128.57(C-10), 29.35 (C-12), 23.62 (C-13), 23.62 

(C-14), 21.98(C-15), 19.77(C-16).EIMS m/z 245 [M]+ (35). HRFABMS m/z 245.09 [M]+ 

(calc for C15H16O3, 245). 
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6.2.3 Ensayo de citotoxicidad 

La citotoxicidad de los compuestos se evaluó empleando el ensayo de 

sulforrodamina B [167]. Se emplearon las líneas celulares tumorales MCF-7 (mama), HCT-

15 (colon), U-251 (SNC), K-562 (leucemia), y PC-3 (próstata), proporcionadas por el 

Instituto Nacional del Cáncer de los Estados Unidos. Las células se cultivaron en medio 

RPMI-1640 enriquecido con suero fetal bovino al 10%, L-glutamina 2M, 100 UI/mL de 

penicilina G, sulfato de estreptomicina 100g/mL y anfotericina B 0.25 g/mL. Los 

cultivos se mantuvieron a 37° C y 5% de CO2. Las suspensiones celulares se sembraron en 

placas de 96 pozos. Después de 24 h de incubación se adicionaron 100 L de cada uno de 

los compuestos y el control positivo. A las 48 horas, las células adheridas se fijaron 

mediante la adición de 50 L de ATA al 50% (m/v), incubándose a 4°C por 60 min. 

Posteriormente, el sobrenadante se desechó y los pozos lavados con agua destilada 

(triplicado) y secados al aire. Las células fijadas se tiñeron con sulforrodamina B al 0.4% 

por 30 min. El colorante se extrajo con 10 M de una base sin solución amortiguadora. La 

densidad óptica de las soluciones se determinó en un equipo Elx 808 (Bio-Tek Instruments, 

Inc.) a 515 nm de longitud de onda. Los resultados se expresan como % de inhibición de 

proliferación y concentración inhibitoria media (IC50). 

 

6.2.4 Evaluación de la capacidad antiinflamatoria 

Se emplearon ratones machos CD1 (25 – 30 g) de 3 semanas de nacidos, adquiridos 

en la Unidad de Producción y Experimentación de la Universidad Autónoma Metropolitana 

Xochimilco (UPEAL). Los animales se manejaron de acuerdo a lo establecido en la norma 

NOM-062-ZOO-1999 [168]. Se empleó el modelo de edema auricular inducido por ATF 

[169]. Los animales se dividieron al azar en grupos de cinco por tratamiento. Los animales 

se anesteciaron con una solución de pentobarbital sódico (31.5 mg/kg, i.p.) y una solución 

de ATF (2.5 μg/ oreja), disueltos en DMS (10 μL). Esto se realizó por vía tópica en la oreja 

derecha, en ambas caras de la oreja. La oreja izquierda recibió únicamente etanol (10 μL). 

Después de 10 min del tratamiento con ATF se administraron los compuestos a ensayar (1 

mg/oreja) e indometacina (0.31 μg/oreja) como fármaco de referencia, disueltos en 20 μL 

de acetona, administrados en ambas caras de las orejas (10 μL/oreja). El control únicamente 

recibió el vehículo (20 μL de acetona). Cuatro horas después, los animales se sacrificaron 
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con bióxido de carbono (CO2), y con un sacabocados (7 mm de diámetro) se horadaron 

ambas orejas. El tamaño del edema se calculó a partir de la diferencia de peso entre los 

cortes de las orejas tratada y no tratada. La actividad anti-inflamatoria se expresó como la 

inhibición del edema (IE) en % respecto al edema formado en los animales del grupo 

control de acuerdo con la siguiente fórmula: 

 
A
bIE 100*100% 

  

Donde: A = Edema inducido únicamente por ATF; b = edema inducido por ATF y el 

compuesto. 

 

6.2.5 Estimación de la capacidad antioxidante y atrapadora de ERO 

6.2.5.1 nhibición de la peroxidación lipídica 

La peroxidación lipídica se midió empleando el método de sustancias reactivas al 

ácido tiobarbitúrico (SRATBA) en homogeneizados de cerebro de rata [170]. Las ratas 

macho adultas (200-250 g) de la raza Wistar fueron proporcionadas por el Instituto de 

Fisiología Celular de la UNAM. Los animales se sacrificaron bajo anestesia con éter, el 

tejido fue disectado rápidamente y homogenizado y acorde con lo establecido en la Norma 

Oficial Mexicana [168]. Se empleó solución amortiguadora de fosfatos (0.2 g de KCl, 0.2 g 

de KH2PO4, 8 g de NaCl, y 2.16 g de NaHPO4·7H2O por litro, pH 7.4) para obtener un 

homogenizado en proporción 1/10 (m/v). El homogeneizado se centrifugó durante 10 min a 

3,400 rpm. Se midió el contenido de proteína en el sobrenadante empleando el reactivo de 

Folin y Ciocalteu [171] y se ajustó a 2.66 mg de proteína/mL con SAF. El sobrenadante 

(375 L) se incubó a 37°C durante 30 min en presencia de la muestra a evaluar (25 L) 

disuelta en DMSO o etanol. La peroxidación lipídica se inició con la adición de 50 L de 

una solución 100 M de FeSO4 recién preparado (concentración final 10 M) incubándose 

a 37°C durante 60 min. Las sustancias reactivas al ácido tiobarbitúrico (SRATB) se 

determinaron por la adición de 5 mL de ácido tiobarbitúrico (ATB) (1 % de ATB en 0.05 N 

de NaOH y ácido tricloroacético al 30% en proporción 1:1) [172]. La última solución se 

enfrió en hielo durante 10 min, a continuación se centrifugó a 3,000 g (10,000 rpm en un 

rotor con radio de 10.5 cm.) durante 5 min y finalmente se calentó a 95° C en un baño de 

agua hirviendo durante 30 min. Después de enfriar en hielo, la absorbancia del 
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sobrenadante fue medida a 532 nm. Como controles positivos se emplearon el 

hidroxitolueno butilado y la quercetina. La concentración de SRATB se calculó por 

interpolación en una curva estándar de tetrametoxipropano (TMP) [173]. Los resultados 

finales fueron se expresaron en mol de SRATB por mg de proteína. La inhibición (%) se 

calculó usando la siguiente fórmula: 

%100*
%

C
ECI 

  

 

C: absorbancia de control y E: absorbancia de la muestra de ensayo. 

 

Los datos se expresaron como el error medio ± desviación estándar de la media 

(SEM). Los datos se analizaron por ANOVA de una vía seguido de la prueba de Dunnett 

para comparaciones contra el control. Los valores de p ≤ 0.05 (*) y p ≤ 0.01 (**) se 

consideraron como estadísticamente significativo. La concentración inhibitoria 50 (CI50) se 

estimó mediante análisis de regresión linear. 

 

6.2.5.2 Reducción del radical DFPH 

El bioensayo se llevó a cabo de acuerdo con la metodología propuesta por Blois 

(Figura 24) [174]. Se añadieron 0,05 ml de compuestos a diferentes concentraciones a una 

solución etanólica de DFPH• (100 mM, 2.95 mL). Al control sólo agua destilada. Después 

de la incubación durante 20 min a temperatura ambiente y en oscuridad se registró la 

absorbancia a 517 nm. La capacidad reductora se calculó como el porcentaje (%) de DFPH• 

depurado, calculado como [(DO de control- DO del compuesto)/(DO del control) x 100]. 

La quercetina y el  -tocoferol se utilizaron como estándares. 

 

 
Figura 24. Reacción entre el radical DFPH y compuestos oxidables [174] 
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6.2.5.3 Capacidad atrapadora del radical superóxido 

Los radicales superóxido reaccionan con cloruro de 4-nitro azul tetrazolio (NBT) 

para generar un compuesto coloreado con absorbancia a 560 nm [175]. Los radicales 

superóxido (O2
-) se generaron a través del sistema xantina oxidasa [176,177] (Figura 27). 

Para este propósito, 800 L de mezcla de reacción (xantina 90 M, 16 mM de Na2CO3, 

22.8 M NBT, y solución amortiguadora de fosfatos 18 mM, pH 7) se mezclaron con 100 

L de solución amortiguadora de fosfatos 50 mM pH 7,0 (referencia 0%) o con 100 L de 

diferentes concentraciones de cada uno de los compuestos. La reacción se inició mediante 

la adición de 100 L de xantina oxidasa (168 U/L). La conversión de xantina a urato se 

siguió a 295 nm, mientras que la reducción del NBT a 560 nm (producción de formazán), 

empleando un espectrofotómetro Beckman serie DU -64.  

 

 
Figura 25. Detección de superóxido mediante azul de nitrotetrazolio  (NBT) [175-177] 

 

6.2.5.4 Capacidad atrapadora de peróxido 

La determinación de la capacidad atrapadora de peróxido se realizó empleando el 

ensayo de oxidación del naranja de xilenol por ión férrico (FOX) [178] (Figura 28). Se 

mezclaron 75 M de H2O2 con agua en proporción 1:1(v/v) (tubo control 0%) o con 

diferentes concentraciones de los compuestos ensayados, y se incubaron durante 30 min a 

temperatura ambiente. Después de este tiempo, el H2O2 residual se midió por el siguiente 

método: 9 volúmenes de BHT 4.4 mM en metanol grado HPLC se mezclaron con 1 

volumen naranja de xilenol 1 mM y 2.56 mM de sulfato ferroso de amonical en 0.25 M de 

H2SO4 para preparar el reactivo FOX. Se mezclaron 55 l de las soluciones de los 
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compuestos y 45L de H2O275 mM en tubos Eppendorf de 1.5 mL con 10 L de metanol 

de grado HPLC, seguido inmediatamente por la adición de 0.9 mL de reactivo FOX, los 

tubos se agitaron en un vórtex durante 5 s y luego se incubaron a temperatura ambiente 

durante 10 min. Posteriormente, se centrifugaron a 15,000 g (en un rotor con diámetro de 

10.5 cm.) durante 10 min y se leyó  la absorbancia a 560 nm frente a un blanco de metanol. 

La concentración de H2O2 se calculó a partir de una curva estándar preparada con 

soluciones de H2O2 de concentración creciente. El piruvato se utilizó como control para el 

atrapamiento de H2O2. 

 

 
Figura 26. Oxidación del ión Fe2+ en presencia de naranja de xilenol [178] 

 

6.2.5.5 Actividad atrapadora de hidroxilo 

La desoxirribosa (2-desoxi-D-ribosa) decae cuando se expone a radicales hidroxilo 

generados por la reacción de Fenton [179] (Figura 29). La degradación de la desoxirribosa 

por radicales hidroxilo (OH) se evaluó a través de un sistema  conteniendo: desoxirribosa 

(0.056 mM), H2O2 (1 mM), solución amortiguadora de K2HPO4 -KOH (10 mM, pH 7.4), 

FeCl3 (0.2 mM), EDTA (0.2 mM) y ascorbato (0.2 mm) y los compuestos (concentración 

variable). Las mezclas de reacción se realizaron inmediatamente antes de emplearlas, 

incubándose a 37±0.5 °C durante una hora. El malondialdehído formado a partir de la 

degradación de la desoxirribosa se cuantificó espectrofotométricamente a 532 nm a partir 

de su reacción con ácido tiobarbitúrico [180]. Los resultados finales fueron expresados 

como porcentaje de inhibición en relación con el control (sin muestra).  
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Figura 27. Formación de malondialdehído a partir de desoxirribosa en presencia de 

fierro [179,180] 

 

6.2.5.6 Actividad atrapadora de oxígeno singulete 

La capacidad atrapadora de la especie 1O2 se determinó empleando un método 

espectrofotométrico con histidina como aceptor específico de 1O2 [181] (Figura 28). El 

oxígeno singulete se obtuvo a partir de la reacción entre el hipoclorito de sodio y el 

peróxido de hidrógeno [182]. La mezcla de ensayo contenía solución amortiguadora de 

fosfato 45 mM (pH 7.1), histidina 10 mM, NaOCl 10 mM, H2O2 10 mM, RNO 50 M, y 

0.1 mL de los compuestos en concentraciones crecientes. El volumen total de reacción (2 

mL) se incubó a 30 °C durante 40 min. La producción de 1O2 se detectó 

espectrofotométricamente monitoreando el blanqueo de DMNA a 440 nm. La inhibición en 

la producción de 1O2 por los compuestos se estimó a partir de la diferencia en la 

absorbancia de DMNA con y sin la adición de las muestras o el compuesto de referencia. El 

glutatión se utilizó como compuesto de referencia [182]. 
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Figura 28. Determinación de 1O2 empleando histidina como aceptor [181,182]  

 

6.2.5.7 Capacidad de depuración de HOCl 

El HOCI tiene la capacidad de inactivar la catalasa (oxidorreductasa de peróxido de 

hidrógeno) [183], causando cambios notables en el espectro de la proteína por la 

degradación del grupo hemo. El ensayo se llevó a cabo de acuerdo con lo descrito por 

Aruoma y Halliwell [184] con pequeños ajustes. El (HOCl) se preparó previo al 

experimento mediante el ajuste del pH de la solución de NaOCl a 6.2; la concentración de 

HOCl se determinó midiendo la absorbancia a 235 nm y con el coeficiente de extinción 

molar. La capacidad de atrapamiento se evaluó por la disminución de la absorbancia de la 

catalasa a 404 nm. La mezcla de reacción contenía, en un volumen final de 1 mL, una 

solución de catalasa de hígado bovina 49.8 M (16.6 M, concentración final) y 18 mM de 

HOCl (6 mM, concentración final) y concentraciones crecientes de los compuestos 

ensayados. Se obtuvieron los espectros en un intervalo de 370 a 450 nm para la catalasa 

sola, catalasa más HOCl, y catalasa-HOCl más compuestos, y las absorbancias a 404 nm. 

El valor de la absorbancia a 404 nm para la catalasa sola menos la absorbancia de la 

catalasa más HOCl se consideró el como 100% de capacidad de atrapamiento (o 0% de 

degradación de la catalasa). La diferencia del valor de la absorbancia de la catalasa sola 

menos la absorbancia de la catalasa más HOCl en presencia de los compuestos se comparó 

con este valor. 

 

6.2.6 Ensayos en cultivos de Caenorhabditis elegans 

Los ensayos de sobrevida se evaluaron en medio líquido a 20°C empleando placas 

de 96 pozos [185]. Los nematodos se sincronizaron y se distribuyeron en los pozos como 
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larvas L1 (10-20 animales por pozo) con Escherichia coli OP50 como fuente de alimento. 

La sincronización de C. elegans se realizó con el objetivo de que todos los individuos 

empleados en los ensayos se encontraran en el mismo estado larvario. El proceso de 

sincronización se llevó a cabo empleando una solución de hipoclorito sódico. Para evitar la 

autofecundación, se añadió 5-fluoro-2'-desoxiuridina 36 horas después de la siembra (0.12 

mM final). 

 

Los pozos se suplementaron con los compuestos (100 mol). Como control se 

incluyeron pozos a los que se añadió solamente el vehículo DMSO/etanol (50/50% v/v). 

Posterior a la exposición de los gusanos a los tratamientos se realizaron observaciones 

continuas para  determinar el número de animales vivos y muertos. Los gusanos eran 

considerados muertos si no respondían al toque suave oa la estimulación luminosa. En 

todos los casos, las observaciones y los recuentos se realizaron empleando un microscopio 

Nikon Eclipse TS 100. 

 

6.2.6.1 Incremento en la sobrevida 

En cada pozo se colocaron las larvas L1 (15-20 animales por pozo) sincronizados y 

Escherichia coli OP50 como fuente de alimento. Los medios se suplementaron con los 

compuestos (100 M) disueltos en una mezcla de DMSO/etanol (50/50 % v/v). De forma 

paralela se incluyeron pozos sin compuesto en los cuales solamente se adicionó el vehículo. 

La fracción de animales vivos y muertos se obtuvo diariamente, a partir del día 1, hasta el 

día 32. Durante el período de estudio las placas fueron supplementadas de manera continua 

con medio de cultivo y alimento. Estos ensayos se llevaron a cabo empleando 

aproximadamente 200 gusanos por tratamiento. A partir de los datos de las observaciones 

diarias, se construyeron las curvas de tiempo-sobrevida y se calculó la vida media de los 

nematodos expuestos a los diferentes compuestos.  

 

6.2.6.2 Ensayo con juglona 

La juglona (5-hidroxi-1,4-naftoquinona), es un pro-oxidante que puede ser reducido 

con NAD(P)H por diaforasas, convirtiendo el oxígeno en anión superóxido y como 

consecuencia aumentando el estrés oxidativo intracelular [186]. Los ensayos de estrés 
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inducido por juglona se realizaron a 20°C. Los gusanos se trataron con 250 M del agente 

prooxidante [186,187]; la juglona se aplicó disuelta en etanol/Tween 80 (92/ 8%) (v/v). La 

supervivencia de los gusanos se eveluó cada hora después de someter los nemátodos a 

estrés. Se consideró como gusanos vivos y que sobrevivieron al estrés oxidativo, a aquellos 

que reaccionaron con movimiento al observarlos al microscopio, los que no respondían a 

ningún estimulo externo eran considerados muertos. 

 

6.2.6.3 Ensayo con paraquat 

El ensayo de estrés oxidante inducido por paraquat se efectuó en placas de 96 pozos. 

Los compuestos de H. inuloides se añadieron a una concentración de 100 M. El paraquat 

se disolvió en agua y se añadió a una concentración final de 85 mM a las placas con o sin 

metabolitos [188]. 

 

6.2.6.4 Ensayo con sulfato de cobre 

El ensayo se realizó en placas de 96 pozos con medio líquido. El CuSO4-5H2O se 

disolvió en agua destilada estéril; la concentración final de CuSO4-5H2O fue de 1 mM. La 

fracción de animales vivos se obtuvo al observar los animales bajo el microscopio 24 horas 

después del tratamiento con sulfato de cobre [189]. 

 

6.2.6.5 Estudio de interacción con cobre (UV/visible) 

Se prepararon soluciones de cada compuesto con una concentración 1 mM) en 

metanol. A partir de estas soluciones se prepararon soluciones 25 M en solución 

amortiguadora de fosfatos (10 mM, pH 7.4). Se registró la absorbancias de las soluciones 

en el rango de 200 a 600 nm, en un espectrofotómetro UV 160 SHIMADZU, en celda de 

cuarzo de 10 mm de espesor. Se registro la absorbancia de los compuestos en presencia de 

CuSO4 50 M [190]. 

 

6.2.7 Actividad anti Helicobacter pylori 

Se empleó la cepa ATCC 43504 de H. pylori, la cual se cultivó en agar base Casman 

(BBL) en placas suplementadas con 5% de sangre de oveja desfibrinada, vancomicina (10 

mg/L), trimetoprim (5 mg/L), anfotericina B (2 mg/L), y polimixina B (2,5 mg/L) a 37°C 
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en condiciones microaerofílicas (10% CO2 y 5% de O2). La MIC de los metabolitos de H. 

inuloides y los antibióticos de referencia (amoxicilina, claritromicina y metronidazol) se 

determinó empleando el método de dilución en caldo de acuerdo con las recomendaciones 

del CLSI [191], en caldo de Mueller-Hinton (- 0.2 % ciclodextrina, vancomicina 10 mg/L, 

trimetoprim 5 mg/L, anfotericina B 2 mg/, polimixina B 2.5 mg/L), con agitación suave 

(150 rpm) a 37 °C, bajo condiciones microaerofílicas. Los compuestos se disolvieron en 

DMSO y se prepararon diluciones seriadas para obtener concentraciones finales en el 

medio de cultivo de 250, 125, 62.5, 31.2, 15.6, 7.81 y 3.6 g/mL. Las pruebas se realizaron 

en placas de 24 pozos con capacidad de 3 mL, a cada pozo se agregó 1.5 mL de cultivo de 

H. pylori en la fase de crecimiento exponencial (aprox. 108 UFC/ml), más 10 L de la 

muestra disuelta de cada una de las diluciones, cada ensayo se realizó por triplicado. Como 

control negativo se utilizaron 10 L de DMSO, como control positivo se emplearon los 

antibióticos de referencia. Se tomó una alícuota de 750 L para determinar la absorbancia 

inicial, posteriormente las placas se colocaron en incubación durante 24 h. Transcurrido 

este tiempo se midió la lectura final, la A660 se utilizó para calcular el porcentaje de 

inhibición del crecimiento con respecto al control que se cultivó sólo con DMSO. La MIC 

definida como la concentración mas baja de tratamiento probado que inhibe el crecimiento 

bacteriano 100 % se obtuvo aplicando los siguientes cálculos: 

 

if AAA   

A es la diferencia de absorbencias de cada cultivo, Ai = absorbencia inicial, Af = 

absorbencia final del cultivo. El porcentaje de inhibición del crecimiento bacteriano se 

calculó empleando la siguiente fórmula: 















Ac
AeI 100*100%  

6.2.8 Actividad anti Giardia intestinalis 

Los trofozoítos de G. intestinalis se crecieron en cultivo axénicos a 37 º C en 8 mL 

de medio TYIS-33 suplementado con 10% de suero bovino fetal y antibióticos 

(amfotericina 0,005 mg/ml, gentamicina y ceftazidina 0.01 mg/ml) [192]. Los cultivos en 
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fase Log (cada 48-72 h) se recolectaron por enfriamiento (4ºC durante 15 min) y 

centrifugación de los frascos de cultivo a 3500 rpm (24377.99 g) durante 5 minutos. 

Posteriormente, los trofozoítos fueron contados en un hemocitómetro. Estos trofozoítos se 

utilizaron para los bioensayos. Los ensayos in vitro se realizaron de la siguiente manera. 

Todos los compuestos se disolvieron en DMSO (0.4 %). Se prepararon diluciones seriadas 

a diferentes concentraciones (100, 50, 25, 12.5, 6.25 y 3.125 g/mL) con medio TYI-S-33 

en placas de 96 pozos. En cada pozo se inocularon 1x105 trofozoítos de G. intestinalis cepa 

WB en un volumen final de 300 L. Los trofozoítos de G. intestinalis se incubaron a 37º C. 

Pozos con DMSO al 0.4 % y DMSO al 0.4 % más metronidazol (20 g/mL) sirvieron como 

controles. Los trofozoítos se incubaron durante 24 h a 37°C. Después de período de 

incubación el medio de cultivo se removió de la placa, los trofozoítos se fijaron con 

metanol y se tiñeron con 0.1% de azul de metileno durante 10 min. La placa se lavó y se 

incubó durante 20 min con HCl 0.1 M, el colorante se extrajo y la se midió la absorbancia a 

655 nm [193]. Cada concentración se realizó por sixtuplicado. El porcentaje de inhibición 

del crecimiento se calculó por comparación con los controles cultivados sin compuestos.  

 

6.2.8.1 Microscopía electrónica de Transmission (MET ) 

Para identificar las modificaciones ultraestructurales, trofozoítos de Giardia de los 

grupos experimentales y de control fueron fijados en una solución de glutaraldehído al 3% 

con solución amortiguadora de fosfato (0.1 M, pH 7.2). Posteriormente, se lavaron con 

solución amortiguadora de fosfato tres veces. Fijadas con tetróxido de osmio (1%), lavadas 

con solución amortiguadora de fosfato y sometidas a una deshidratación gradual con etanol. 

Las muestras se sometieron a dos períodos de incubación dentro de óxido de propileno y se 

embebieron durante 24 h en óxido de propileno y resina EPON. Las muestras se 

mantuvieron por 2 h bajo agitación en resina EPON. Posteriormente, se incubaron a 60°C 

durante 48 h. Las muestras se cortaron  en secciones delgadas (60-90 nm) con un 

ultramicrotomo (Reichert-Jung Leica, Heidelberg, Alemania) y dichas secciones se 

montaron sobre rejillas de cobre y teñidas con nitrato de uranilo y citrato de plomo. Se 

registraron los cambios estructurales a 50 campos para cada muestra utilizando un 

microscopio electrónico de transmisión Jeol 1200EXII (Jeol Ltd., Tokio, Japón). 

 



Desarrollo experimental 

109 
 

6.2.9 Ensayos de toxicidad 

6.2.9.1 Ensayo con Artemia salina 

Las larvas Artemia salina (nauplios) se han utilizado para probar la toxicidad de 

diversas sustancias y para evaluar extractos de plantas con el fin de aislar compuestos 

biológicamente activos [151]. Los quistes se obtuvieron de una tienda local y se 

eclosionaron en placas de Petri con agua de mar artificial (3.7 % p/v sales marinas disuelto 

en agua desionizada a pH 8) y se incubaron a 25± 1°C durante 48 h. Posteriormente las 

larvas recién nacidas fueron separados de sus cáscaras y los quistes restantes 

transfieriéndose a agua de mar recién preparada. Los ensayos de toxicidad se realizaron en 

una placa de 96 pozos (Corning, NY, EE.UU.). Los compuestos se disolvieron en una 

mezcla DMSO/etanol 50/50% v/v, a partir de estas soluciones se prepararon diluciones con 

agua de mar para obtener concentraciones equivalentes a 1, 10 y 1000 M. El dicromato 

K2Cr2O7, empleado como control positivo, se preparó en concentraciones de 1, 10 y 100 

M. Se utilizaron pozos a los que solamente se agregó el vehículo como controles 

negativos. El porcentaje de mortalidad de las larvas (%) se determinó 24 h después de la 

exposición [151]. El porcentaje de mortalidad se calculó de acuerdo con el método de 

Reed-Muench [194], considerándose como muertas las larvas con ausencia de movimiento 

hacia delante. La CL50 se determinó empleando análisis probit.  

 

6.2.9.2 Viabilidad celular en macrofagos 

Para el ensayo 100 L/pozo de un cultivo de 2x106 células/ml se embraron en 

placas de 96 pozos y se incubaron durante 2 h. Las células se trataron durante 24 h a 37°C, 

con o sin 1 g/mL de lipopolisacárido. Se añadieron 50 mL de cada compuestos ensayado 

en diferentes concentraciones (3.1 a 100 mM) a cada pozo. Se empleó clorhidrato de 

aminoguanidina como compuesto de referencia. La concentración de nitrito en el medio se 

midió como un indicador de la producción de NO de acuerdo con la reacción de Griess 

[195]. Cien microlitros de cada sobrenadante se mezclaron con el mismo volumen de 

reactivo de Griess (sulfanilamida al 1% en ácido fosfórico al 5% y N-1-(naftil) 

etilendiamina dihidrocloruro al 0.1% en agua), la absorbancia de la mezcla se determinó a 

550 nm en un lector de microplacas (Syner/HT: Biotek Instruments). La concentración de 

nitrito se determinó por interpolación de las curvas de calibración construidas con 
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concentraciones conocidas de NaNO2. Cada experimento se realizó por triplicado. La 

respiración celular como un indicador de la viabilidad celular, se determinó mediante la 

reducción mitocondrial-dependiente del 3- (4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-tetrazolio bromuro 

de difenil (MTT) a formazán [196]. Lentamente, 10 L de MTT se añadieron a las células 

remanentes en las placas de 96 pozos y se incubaron durante 4 h a 37° C. El colorante 

incorporado se disolvió en DMSO (100 L). La absorbancia se midió en un lector de 

microplacas a 570 nm. Los resultados se expresaron como el porcentaje de MTT 

incorporado en las células tratadas en comparación con las células de control. 

 

6.2.9.3 Toxicidad aguda en ratón 

Se emplearon ratones hembra con peso entre 20 y 25 g adquiridos a la Unidad de 

Producción y Experimentación Animal de Laboratorio (UPEAL) Universidad Autónoma 

Metropolitana. El manejo de los animales se realizó conforme a lo establecido en la Norma 

Oficial Mexicana NOM-062-Z00-1999 [168] y a Guiding Principles in the Use of Animals 

in Toxicology adoptado por la Sociedad Americana de Toxicología. Los animales se 

dividieron en grupos: tratados con el compuesto como grupo de prueba y administrados con 

solución salina como grupo control. En ambos casos el número de animales fue de seis 

(n=6). La toxicidad oral aguda del compuesto 1 se evaluó en ratones de acuerdo con los 

procedimientos establecidos por la Organización para la Cooperación y el Desarrollo 

Económicos (OCDE) [152]. Los animales se colocaron en jaulas y se mantuvieron en 

ayunas durante 3 h previas a la administración, pero con suministro de agua. El compuesto 

ensayado se suspendió en el vehículo (solución de electrolitos que contenía glucosa 20 g, 

KCl 1.5 g, NaCl 35 g, Na2H(C3H5O (COO)3•2H2O 2.9 g por litro y 2% de Tween). Después 

del período de ayuno los animales se pesaron y se les administró la sustancia. Se administró 

en una sola dosis por vía oral empleando una cánula de intubación adecuada. Después de la 

dosificación el ayuno se continuó durante 1 h. Al grupo control se administró la misma 

cantidad de vehículo. La cantidad de compuesto administrado por vía oral a los animales 

del grupo de prueba fue equivalente a una dosis de 300 o 2,000 mg/kg de peso corporal. 

Los animales se observaron individualmente después de la administración por lo menos una 

vez durante los primeros 60 min y después periódicamente durante las primeras 24 h, con 

especial atención durante las primeras 4 horas y todos los días a partir de entonces  para un 
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total de 14 días. Durante este período se observaron dos veces al día a los animales, 

registrándose la mortalidad, perfil de comportamiento (irritabilidad, sedación), el perfil 

neurológico (convulsiones, descoordinación motora) y el perfil autónomo (salivación, 

piloerección, contorsión abdominal, diarrea), durante este período también se evaluó el 

cambio en el peso corporal. En el día decimoquinto, los animales se sacrificaron y los 

órganos vitales (hígado, riñón, cerebro y pulmones) se sometieron a observación 

macroscópica. 

 

6.2.10 Ensayos para determinar la configuración absoluta  

6.2.10.1 Obtención de derivados de Mosher 

Se empleó el método de Mosher [154], por el cual se hizo reaccionar el 7-hidroxi-

3,4-dihidrocadaleno (6) con los cloruros R y S- del ácido -metoxi--trifluorometilfenil 

acético (AMTFA). La formación de productos se siguió por cromatografía en capa fina 

(CCF) utilizando una mezcla de n-hexano-EtOAc (8.5:1.5) como fase móvil hasta el 

consumo de la materia prima. La reacción se detuvo mediante la adición de hielo y se dejó 

agitar por 1 h. La mezcla de reacción se extrajo con EtOAc (3 veces). Las fases orgánicas 

fueron reunidas y se trataron secuencialmente con HCl al 10%, con una solución saturada 

de NaHCO3, y finalmente con solución saturada de NaCl. El residuo orgánico se secó 

mediante la adición de sulfato de sodio anhidro, se filtró y el filtrado se concentró a vacío. 

 

6.2.10.2 Determinación de la configuración absoluta mediante dicroísmo circular 

Para determinar la configuración absoluta de los compuestos 7 y 13 mediante el 

análisis de la curva de dicroísmo circular, se determinó primeramente su actividad óptica. 

El compuesto 13 presentó actividad óptica, mientras que  el compuesto 7 no presentó 

actividad óptica, lo que implica que este último compuesto se encuentra como mezcla 

racémica, por lo que no es posible aplicar la técnica de dicroísmo circular en esta muestra. 

Se aplicó la regla del benzoato [155] para elucidar la configuración absoluta del ácido 7-

metil--hidroxi-calamen-15-oico (13).  
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6.2.11 Análisis estadístico 

Los datos sobrevida se analizaron utilizando el programa SPSS Statistics 20 IBM, 

(Chicago, IL, EU). Las gráficas se realizaron empleando el programa  GraphPad Prism 4.0, 

(San Diego, CA, EU). La sobrevida de C. elegans se analizó por el método de Kaplan- 

Meier y la comparación de las curvas mediante la prueba de log-rank. El porcentaje de 

trofozoítos muertos se graficó versus la concentración. Las curvas obtenidas se analizaron 

empleando el programa Origin 8 (OriginLab Co., Northampton, Massachusetts). Los 

valores de mortandad de G. intestinalis al 50% (IC50) y 90% (CI90) se determinaron por 

extrapolación en las curvas concentración-respuesta ajustadas mediante regresión no lineal. 

El error estándar de la media se calculó a partir de los datos de seis experimentos. 
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7. Conclusiones 
A partir del extracto acetónico de Heterotheca inuloides se aislaron 5 compuestos de 

sesquiterpeno, 4 flavonoides, 2 esteroles, 1 cumarina y un inositol, que se evaluaron en 

diferentes modelos biológicos.  

 

Al evaluar la actividad de los compuestos se observó que estos compuestos presentaron 

actividad selectiva en los diferentes modelos.  

 

Los compuestos de tipo cadinano fueron activos como antimicrobianos y 

antiparasitarios, mientras que los compuestos de tipo flavonoide presentaron mejor 

actividad como antioxidantes, atrapadores de ERO e incrementar la sobrevida de C. elegans 

en condiciones normales y bajo condiciones de estrés inducido. 

 

Los compuestos 1 y 134 presentaron buena actividad para inhibir el crecimiento de los 

trofozoítos de Giardia intestinalis, representando a su vez la primera ocasión que se 

describe la evaluación de la actividad de los metabolitos de H. inuloides contra G. 

intestinalis. 

 

Se observó que la actividad biológica de los compuestos es consecuencia de su 

estructura molecular. La disminución en la aromaticidad incrementó la capacidad de los 

cadinanos para inhibir la peroxidación. Por otro lado, la sustitución de los grupos hidroxilo 

por grupos benzoilo disminuyó la actividad de los cadinanos frente a G. intestinalis. En lo 

referente a la actividad antiinflamatoria, la acetilación el 7 en los compuestos 7-hidroxi-3,4-

dihidrocadaleno y 7-hidroxicadaleno provocó un efecto proinflamatorio. La capacidad de 

los flavonoides para incrementar la sobrevida de C. elegans disminuye a medida que se 

incrementa el grado de sustitución de los grupos hidroxilo. a como en los flavonoides en los 

ensayos de citotoxicidad.  

 

La evaluación de la toxicidad de los sesquiterpenos de tipo cadinano aislados del 

extracto acetónico de las flores secas de H. Inuloides, permitió clasificar al compuesto 1 (7-

hidroxi-3,4-dihidrocadaleno) en la categoría 4 del Sistema Globalmente Armonizado de 
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Clasificación y Etiquetado de Productos Químicos, estos resultados son los primeros en los 

que sedescribe la toxicidad de un metabolito de H.inuloides.  
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Anexos 

 
  
Espectro de RMN de 1H de 7-acetoxi-3,4-dihidrocadaleno (130) (400 MHz, CDCl3) A1 
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A10 
Espectro de RMN 1 H de 4-isopropil-1,6-dimetilbenzo[c]oxepina-7,9-diona (137) A12 
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A1.  RMN 1H de7-acetoxi-3,4-dihidrocadaleno (130) (400 MHz, CDCl3) 
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A2. RMN 13C de 7-acetoxi-3,4-dihidrocadaleno (130) (100 MHz, CDCl3) 
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A3. RMN 1H de 7-benzoxi-3,4-dihidrocadaleno (131) (400 MHz, CDCl3)  
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A4. RMN 13C de7-benzoxi-3,4-dihidrocadaleno (131) (100 MHz, 3)  
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A5. RMN 1H de7-acetoxicadaleno (132) (500 MHz, CDCl3) 
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A6. RMN 13C 7-acetoxicadaleno (132) (125 MHz, CDCl3) 
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A7. RMN 1H  de7-benzoxicadaleno (133) (500 MHz, CDCl3) 
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A8. RMN 13C de 7-benzoxicadaleno (133) (125 MHz, CDCl3)  
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A9. RMN N 1H de 7hidroxicalamenano (135) (300 MHz, CDCl3) 
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A10. RMN N 1H de 4-isopropil-1,6-dimetilbenzo[c]oxepina-7,9-diona (137) (500 MHz, CDCl3) 
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