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INTRODUCCION



INTRODUCCTIORN

Una de las necesidades méds imperiosas —-
del ser humano es la de sliviar sus enfermedades y para-
ello ha recurrido entre otras coses a las plantas. Estas
le han proporcionado ademds, alimentaciln, casa, vestido
nedios de transporte, materias primas para le industria-
" y un medio favorito de ornemento; por lo que el estudio-
de una planta desde cualquier punto de vista es de extra
ordinario interés. El estudio quimico de una plante tie-
ne gran importancia ya que se trata de aislar e identifi
car el o los compuestos quimicos que pudieran ser respon
sables de la actividad que se le confiere y en consecuen
cia fomentar su uso o su desuso; este estudio, ademfs, -
es til en Quimiotaxonomis.

Se decidid estudiar Heterotheca inuloi--
des por ser una planta de tradicién en la medicina popu-
lar la cuel le atribuye notables propiedades terapelitio~
cas,., Por otra parte, esta planta pertenece botdnicamente
a la familia de las compuestas que se caracteriza por te
ner compuestos quimicamente importantes como las lacto--
nas sesquiterpénicas y los flavonoides.

Existe un motivo més para el estudio de-
Heterothecas inuloides puéds segin informes de laborato——-
rios homeopAticos, se considera a &sta "inferior" a Arni
ca montana, sin que existan fundementos cientificos para
ello. _

Teniendo como bass lo anterior, se ini--
ci6 el estudio de Heterotheca inuloides, el cual resultd
sumamente diffcil debido a la gran cantidad de componen—
tes presentes y 8 la escasa cantidad de cada uno de e---
llos. .

La descripeidn del proceso seguido para-
lograr el aislamiento de los componentes de esta planta-
gsf como el aislamiento y determinacién de la estructura

de un flavonoide, la quercetina, es el contenido del pre
sente trabajo.



ANTECEDENTES




ANTECEDENTES

HETEROTHECA INULOIDES, UN MEDICAMENTO
POPULAR,

Heterotheca inuloides conocida coméinmen-
te ( 2 ) como acshual, acahuatl, &rnica del pais, cahuel
cuauteco o cusuteteco es uns hierba silvestre mexicana -
que crece en los estados de Aguascalientes, Chihushua, -
Guerrero, Hidalgo, México, Morelos, Nayarit, Oaxaca, Pue
bla, San Imis Potosf, Tlaxcala y Veracruz. Como se ve —-
(Fig. 1) estéd ampliamente distribuide en la Repblica Me
xicana ( 3 ), ( 4 ). Boténicamente este planta pertensce
8 la familia de las compuestas.

Egta hierba florece en agosto y septiem-
bre ( 4 ). '

Ia medicine tradicional mexicana le ha @
tribuido las siguientes propiedades terapefiticas: ¥til -
como anticencerfgeno, antipalddico, antipirético, disfo-
rético, diurdtico, emetocatdrtico, estornutatorio, téni-
co y vulnerario; efectivo en casos de bronquitis, contu-
siones, deficiencia visual y heridas, ) ,

Generalmente se usa la infusién de flo--
res (4 g/1) aungue también llegan a usarse de hojas y de
raiz.

Si se toma infusién en grandes cantidg-—-
des pueden producirse envenenamientos; el contraveneno -~
es el apio ( 5 ).

COMPARACTION ENTRE HETEROTHECA INULOIDES
Y ARNICA MONTANA.

A Heterotheca inuloides se le conoce —=-
tembién como false &rnica por comparacién con Arnica mon
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tans, hierba silvestre que crece en Europa y que también
pertenece a la familia de las compuestas. (Figuras 2 y 3

Se ha considerado a Heterotheca inuloi--
des "inferior':a Arnica montana, sin que se tengan sufi-
cientes bases para ello. Segin informes de laboratorios-
homeopdticos, Arnica montanes se importa de Alemania para
la menufactura de algunos medicamentos, siendo Heterothe
ca inuloides poco usada y solamente en la preparacidn de
medicementos de uso externo.

Al hacer la revisién bibliogréfica se en
contrd que los estudios sobre Heterotheca inuloides son-
escasos y de poco contenido quimico. ’

Iunis G, Cabrera dice ascerca de su compo-
8icibn que contiene: arnicina, resina y aceite esencial-
(3). )

Meximino Martinez (4) transcribe una com
péraeién de su composicién con la de Arnica montana.

Arnica del pais, Arnica montansa.
(Segfn Reyes Bruciaga) (Seglin Chevalier)
e).-Resing. a).-Resina,
b).-Materia colorante b).~Materie colorante amari--

amarilla. 1lla. '
¢).~Gomsa. c).~Goma.,
d).-Tanino. d).~Tanino.
e).-Acido gélico. " e).-Acido gflico.
f).-Aceite voldtil en f£).~Aceite voldtil.

pequefla cantided.
g).-Seles minerales. g).~Sales minerales.
h).-Acido oxflico. h).-Albémina,
i).=Glucosa. i).-Arnicina.

j).-Una grasa fija.



k) o=Almidén.
1).-Materia amarga.

Un andlisis hecho con posteriorided sl -
sefior Reyes Bruciage fue realizado por los profesores —-—
del Instituto M8dico (5) quienes encontraron: resina, ng
terie colorante amarilla, clorofila, grasa, tanino, 4ci-
do gélico, aceite volé&til, glucosa, goms, materias albu-
" minoides y pééticas y sales minerales.
' Se supone que la diferencie fundamental-
entre H. inuloides y A, montana es que, ésta dUltima tie-
ne arnicina, La arnicing, 020H3004, es segin Walz un —---
principio cristalizado rojo amarillo, amargo, de funcién
tal vez glucosidica, ligeramente soluble en los dlcalis,
insoluble en agua y poco soluble en alcohol y en &ter --
(5).
En Chemical Abstracts se encuentra un so
lo axtfculo sobre H. inuloides que data de 1976, "Struc-
ture of sesquiterpenes from Heterotheca inuloides" (6) .
En cambio sobre A. montana hay diversos estudios entre -
ellos se mencionen: enseguida los mfs recilentes.
a).-"Increasing resistance whit drugs". Aquf se menciona
que Arnica montene hace resistentes & los organismos
contra infecciones fatales debidas a Iisteris monocy
togenes, es menos esctiva con Salmonells thyphimurium
e inefectiva con E;xsipelothfix insidiosa (7).

b).-"Arnica montena, a still mysterious medicinal plant"
Esta es una revisién sobre la planta mencionada.(8)

¢).2Constituents and prep. of A, montana", Los compuesis
tos presentes en Arnica montans son: muchos aceites-
voldtiles, triterpenos, carotenoides, poliacetile~==
nos, poliinos, flavonoides, otros compuestos fenbli-
cos, alcaloides y otros (9).

d).-"Sterols of five plants of the Compositae Family" --
(10).
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e).~"Active components of medicinal herbs" (11).
f).~"Distribution of sterols snd triterpenic alecohols in
plents of the Compositae Family" (12).



PROPIEDADES DE LA FAMILIA DE ILAS COMPUES
TAS.

La familia de las Compuestas es cosmopo-
lita, sbundsnte en constituyentes quimicos y muy extensa
tiene 20 000 especies clasificadas en 13 tribus, es de-—-
cir comprende alrededor de la décima parte de las fanerd
gamas conocidas. (/3)

Estudios quimicos revelan que la familis
de las Compuestas se caracteriza por tener lactones ses-
quiterpénicas como metabolitos secundarios, éstas carac-
terizan tribus, géneros y s veces especies. Sin embargo-
estos compuestos se hakr encontrado en otras femilias(14)

A continuacidn se exponen los tipos prin
cipales de lactonas sesquiterpénicas presentes en la fa-
milia de las Compuestas. B ‘

\ o : \
‘o Yo %
gernacranflidas eudesmanblidas guaianblidas
(santanéligas)
\\o \O

pseudoguaiandlidas xantanblidas



Tas lactonas sesquiterpénicas han desper
tado el interéds de los investigadores, en los dltimos a-
fiog, por presentar las siguientes amctividades (15):
a).-Actividad citotéxieca e inhibicién de tumores.-Kup--—-
chan y asociados as{ como Lee y coleboradores esta—-
blecieron que cualquier lactona sesquiterpénica con-
un metileno exociclico exhibe actividad contra cdlu-
las de tumores.

b).-Causan dermatitis.,

¢).-Envenenan al ganado.

d).-FPrenan la nutricién de insectos.

e).-Tienen actividad antimicrobiana.

f).-Inhiben la germinacién de -algunas plantas.
También se conocen 122 alcaloides de es~
ta familia (16).
Otra de las caracter{sticas quimicas de~
esta familia es la de poseer constituyentes fenblicos, -
por ejemplo la artiina, un lignano, es comin a 23 espe--
cies de las subtribus de la familia de las Compuestas -~
aunque también se encuentran en Carduinae y Centasurunae-
(16). '
Los flavonoides son otros compuestos que
caracterizan a esta femilia. Se conocen alrededor de 200
flavonoides natureles y un gran mimero de ellos se han -
encontrado en las Compuestas., Algunos de los flavonoides
presentes en la familia mencionada son (17):
a).-Antocianinas.-Se han identificado plenamente en 11 -
géneros y la antocianidine caracteristica es la cia-
nidina.

b).-Auronas y Chalconas.-Un hecho caracteristico de esta
familia es la presencia regular, en poeas tribus, de
chalconas y auronas., Los glicésidos de chalconas se-
localizan generalmente en los pétalos de las flores.
Se presentan casi siempre con el glicdsido de aurona
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correspondiente ya que frecuentemente son productos de -
interconversién.

Por ejemplo en Baeria chrysostoma se pre
sentan coreopsina-sulfureina y mareina-maritimeina.

oH
: ) o
. —=CH o
t1
Y 0

COREOPSINA SULFUREINA

MARITIMEINA

Una mezcla abundante de pares de chal—--
cones y suronas se han aislado de pétalos de varias espe
cles de Coreopsis.

Otras chalconas y auronas aisladas de eg
ta femilia son: carthamina-carthamén; lenceolina-leptosi
na. Ademfs de estos pares de chalconas-suronas se ha ais
lado también stillopsidina.

Las chalconas y_ auronas se encuentran --
principalmente en la subtribu Coreopsidinse de la tribu-
Helianthese.

c).~Flavonas.-Los 7-glicbsidos de apigenina y luteolina es-~
t4n bastante distribuidos en la familia de las Compues-
t83,.
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Otras. flavonas encontradas en la familia
mencionada son: acacetina, rutina, genkwenina, scute
llarina, pectolinaringenina, hispidulina y mikenina.

d).-Flavonoles.-De acuerdo con los estudios realizados -

se ha visto que el kaempferol y la gquercetina son —-
constituyentes iguslmente frecuentes en la familia -
de las Compuestas. De 39 especies estudiamdas se pre-
gentaron en 10 y 21 especies respectivamente.

El dcido eldgico sélo se ha visto en Ta~

getes patula., Isorhamnetine se encuentra er algunas-
especies. Los patrones glicosidicos de los flavono
Jes totalmente identificados en plantas de la fami--
lia de las Compuestas son simples ones, 3 glucdsidos
El 7-glucbsido de ls querdetina es relativamente raw
ro. Se han encontrado alrededor de 9 flavonoles 6-hi
droxilados, en hojas, flores y ralces de slgunee ———
plantas de este familia. ’
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CARACTERISTICAS DE LOS FLAVONOIDES.

Los flavonoides pueden ser consideredos-
como cumpuestos con un esqueleto de carbonos 06-03-06, -
en el que cada C6 es un anillo de benceno; la variacién-
en el estado de oxidacién de la unién C. determinaré las
propiedades y clases de cade uno de los compuestos (18).

Las clases sons

FLAVANONA FLAVANONOL

0H

HO 0 Ho Xy O
W7 \yon | P ﬁ—CH:C’H OH
\ — 0 e
0

ISOFLAVONA CHALCONA
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HO LN OH Ho
O C-CHq-CH /" N~0H :CH‘@
M 2727\ / f —
OH 0 oH ©

DIHIDROCHALCONA _ ~ AURORA

O

FLAVAN-3,4-DIOL

Los flavonoides se presentan en las plan
tas como glicbsidos; pero pueden existir en forma libre,
(agliconas). En el anillo A los grupos hidroxi se encuen
tran casi siempre en las posiciones 5 y 7, mientras que-
®f el B los grupos hidroxi o alcohoxi estdn en las posi-
ciones 4’0 en 4’y 3’.Los glicbsidos de los flavonoides -
pueden llevar el azdcar en cualquier grupo hidroxi iy
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nible.

Generalmente se han encontrado 6 monosa-
céridos en flavonas y flavonoles, ellos son: glucosa, ga-
lactosa, dcido glucurbdnico, xilosa, rhamnosa y arabinosa.

Los glicésidos complejos de antocianinas
contienen dcido p-~hidroxibenzoico en combinacibén con los~
residuos de azidcar.

Las agliconas varian en el nimero de hi-
droxilos presentes y en ocasiones estén metilados. Algu--
nos flavonoides tienen un anillo de furano extra.

En general los flavonoides se presentan-
en todas las partes de las plantas: raices, tallos, corte
za, hojas flores y frutos; sin embargo, las flores son --
probablemente las més convenientes para la extraccién de-
los flavonoides debido a que tienen en abundencia a estos
compuestos y & que contienen pocas impurezes (19).

Por las caracteristicas quimicas que pre
sentan, los flavonoides, tienen diversas solubilidades.
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ATSTAMIENTO DE TOS FLAVONOIDES.

La téenica usade para aislar un determi-
nado flavonoide depende desde luego de las caracteristi-
cas que presente. Asf,los glicésidos son sumamente solu-
bles en agua y escasamente solubles en disolventes orgé-
nicos. La posicién que ocupa el azdcar en la aglicona in
fluye tembién en la solubilided de la moléecula y en su -
capacidad para formar lacas con los metales o precipita-
dos por lo que se puede aprovechar este hecho para sepa-
rar los flavonoides que presenten esta caracteristica.

Entre las agliconas se tlene el siguien-
te margen de solubilidad: las flavonas y flavonoles son-
poco solubles en agua mientras que los dihidroflavonoles
son mis solubles. Las categuinas y leucoantocisninas son
solubles en agua. Las antocianinas sblo son estables co-
mo seles y por tento deben extrasrse con disolventes dci
dos, procesadas bajo condiciones dcidas y preservadas co
mo cloruros.

Las chalconaes y flavononas se intercon=-
vierten fécilmente. _ _

CROMATOGRAFIA EN COLUMNA.-Uns de las téc
nicas més dtiles en el aislamiento de los flavonoides es
la cromatografia en columna, Los adsorbentes comunes paw
ra la separacifn de estos compuestos‘son: sflica geol, --
magnesol, celulosa, aliming, poliamida, sephadex y resi-
nas de intercambio iénico. Los adsorbentes de eleccidén -
que se han generalizado son sflica gel, celulosa y polis
mida.

Es importante hacer notar que la sflica-
gel es un adsorbente Ytil para la separacién de los fla-
vonoides de un smplio margen de polaridades,

CROMATOGRAFTIA EN PAPEL.-Este tipo de cro
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matografiz es adecuade para la separacién de mezcles com
plejas de todos log tipos de flavonoides y sus gliclsi-~
dos, ' :

' Tas agliconas se separan satisfactorig—-
mente usando disolventes "alcohélicos" o benceno-dcido &
cético-agua (125:72:3); CHClB-écido acético-agua (13:6:1
fenol-agua (4:1) o Forestal.

CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA,-Como en la -
columne, 1os adsorbentes pares la separacién de flavonoisw
des son: silica gel, poliamida y celulosa.

OTRAS TECNICAR,-También se han usado las
siguientes +técnicas: cromatografis gas-liquido, electro-
foresis en papel, sublimacién y eromatograffs l{iquids a-
alta presifn.
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METODOS PARA DETERMINAR TAS ESTRUCTURAS
DE LOS FLAVONOIDES.

Las pruebas cualitetivas pars detectar -
la presencia de uno o mfs tipos de flavonoides usualmen-~
te preceden y ayudan al procedimiento de alslamientd, re
ciprocemente la etapa en un esquema de aislamiento (di-~
solvente de extraccibn, extraccién por dcido o base, pre
cipitacién como sales de plomo, separacibén por adsorcién
o por intercambio iémigo) en la cual un pigmento flavos~
noide aparece, puede indicar el tipo al cual pertenece.

Por otra parte cuando un flavonoide ha -
sido sislado como una substancis pura y es clasificado -
dentro de un determinado tipo hasta doqde es posible, --
las pruebas cualitatives, las reacciones coloridae, las-
propiedades fisicas, los espectros de I.R. y U.V. pueden
ugarse para determinar si el flavonoide obtenido es cono
cido o0 no.(19) ,

Cuando se encuentra un nuevo flavonoide~
se hard uso, ademds, de sus espectros de masas y de R.M,
N., as{ como tambiénde su espectro de absorcién en la re
gibn U.V. bajo diferentes condiciones.

CARACTERISTICAS DE LOS ESPECTROS DE LOS

FLAVONOIDES.(19)

Flavonas y flavonoles generalmente pre-—-
sentan alta intensidad de absorcién en la regibn 240-270
nm (benda II) y en la regién 320-380 nm (benda I)

En las isoflavonas la banda II aparece -
en la regién 245-270 nm y la banda I en 300-340 nm, mien
tras que en las flavenonas y dihidroflavonoles la méxima
absorcién para la banda II aparece en 270-295 nm,

El U.V. de les chalconas Yy auronas es ca
racterizado por la vpresencia de la banda I dominante y o
tra menor, lz banda II. En las chalconas la banda II apa
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rece en 220 -270 nm y la I en 340-390 um, la inflexién -
siempre se presenta en 300-320 nm.

* En las guronas la banda I se encuentra -
en 370~430 nm y la II en 388-413.

Ias antocienidinas y antocianinas tienen
le banda II, poco intensa, en la regibn 270-280 nm y la-
banda II, de absorcién méxima, en 465-550nm .

Los espeotros de R.M.N. son caracterfisti
cos de eada flavonoide y la comparacibén del espectro de-
un flavonoide obtenido con los gue se encuentran en In =-
literatura implica su identificacién.

El espectro de mesas da el valor del ion
molecular que es de gran utilidad, tambiédn da el patrén-
de fragmentaci&n con lo que se puede identificar plensms
mente un compuesto o si éste es nuevo, aporta valiosa in
formacién sobre su estructura.
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ACTIVIDAD FARMACOLOGICA DE LOS FLAVONOI-
IES.

A.-Netabolismo.(17)

Ia gran mayoris de los flavonoides no =—-
son t6xicos para el hombre y los animales y estén amplis
mente distribuidos en alimentos vegetales.

Solamente se conoce la actividad de unos
cuantos flavonoides y su activiad es débil (sobre la ba-
se de su peso) si se compara con la sctividad de los al-
caloides.,

Se ha estudisdo ampliamente el metabolis
mo de la rutina (uno de los flavonoides mfs ampliamente-
distribuidos) y se ha visto que en todos los casos se hi
drolize a quercetina y algo se excreta como un glucuréni
do conjugado, la quercetina a su vez se rompe in vivo --
con produccién de CO, del anillo A y 3 dcidos fenilacéti
cos del anillo B.

' _OH ol
Ho 0 @ OH —> HOyC-cHy o4

a/
A / \

Ho,c ~cuz@ HO,C -cHz-@ OH

Las flavonas y flavanonas presentes en -
frutas citricas se rompen en forma similar pero los pro-
ductos principales detectedos en la orina son los relaw-
cionados con los dcidos propibnico, cindmico y benzoico-
en lugar de doidos fenilacéticos.
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Ies isoflavonas difieren de otros flavo-
noides en su metabolismo por sufrir reduccién sin apertu
ra del anillo de pirano.

B,~Parmacologia.

Las actividades farmacolbgicas de estos-
compuestos se han estudiado principalmente para rutina y
otros flavonoides relacionados, para floridzina y para -
las isoflavonas. .

Le rutinag y las lsoflavonas hesperidina-

¥ eriodictiol son efectivas para disminuir la fragilidad
de los vasos capilares sanguineos (17). En dosis eleva-—-
dae la rutine tiene mctividad como antioxidante sobre la
adrenalina y el 4cido asebrbico, relaja los misculos 1i-
808 y se comporta como un inhibidor genersl de enzimes.-
(7).
: La foridzine es un flavonoide ampliamen-
te estudiado y se usa entre otras cosas para estudiar el
transporte de glucosa a través de les membranas celula--
res (17).

Verias isoflavones tienen actividad es--
trogénice. Le presencia de flavonoides estrogénicos en -~
el trébol afecta la Tertilidad del ganado lanar y vacuno
Algunas isoflavonas son usadas como insecticidas (17), -~
(19). Los flavonoides fosforilados han sido estudiados -
como factores de antifertilided (19).

Las flavonas altamente hidroxiladas ac--
tdan como diuréticos (18).

La dihidroquercetina ha sido efectiva pa
ra disminuir ls fragilidad capilar medida por inhibieién
de hemorragfa pulmonar experimental inducida por bajs --
presibn. Tambidn se ha encontrado gue es efectiva en re-
ducir las enfermedades causadas por efectos del frio en-
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animales (17), (19).
La quercetina y algunos de los productos

de su metabolismo aumentan la resistencia de los capila-
res de la piel (20). Asimismo la quercetina (25-100 mg/

Kg) es ¥til como entihistaminico (21) y se usa en forme
comercial como hipocolérico y antiespasmbébdico (22). Se -
ha encontrado ademés que la quercetina tiene actividad -
antibacterial; siendo las bacterias Gram-positives mds -~
sensibles a su efecto que las Gram-negatives (23). Tam--
bién se ha observado que los flavonoles son més activos-
que las flavonas contra Staphylococus sureus, B coll y-

Bacillus typhosus (24).

POSIBILIBADES FARMAGOLOGICAS DE I.OS
FLAVONOIDES.

Se han estudiado los efectos de los fla-
vonoides sobre la hipertensifén, diabetes, fiebre reuméti
ce y embarazo.

Se han usado en el tratamiento de non%s+
trombocitopénica pGrpura, pirpura vascular, telangiecta-
sis hereditaria, alergiss, enfermedades por radlasciény -
diatesis hemorrégica después de la terapia éon dicumarol,
dermatosis, enfermedad albuminaria, etc. Este trabajo ha
involucrado el uso de la rutina o hesperlidina y ha sido-
objeto de varias monografiss y revisiones (19).

Algunos flavonoides se han estudiado co-
mo posibles anticancerigenos (1).

Las flavonas actdan posiblemente como es
timulantes cardiascos (18).

) Se ha observado que la quercetina evita-
parcialmente la inflamacidén hemorrdigica y lesiones ulce-
rosas del estdémago inducidas en ratas por administra——-
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cibn de dcido acetil salicilico, via oral (25).

Una mezcla de guercetina y kaempferol ha
demostrado gran efecto hipocolesterémico en conejos con-~
arteriocesclerosis inducida experimentalmente (26). Otra-
mescla conteniendo cianidina, quercetina y otros compues

tos he menifestado toxicided para estafilococos patdge- -

nos y sapréfitos cuando estos fueron expuestos a una di-
lueibn de 1:100 (27). Otra observacién que se ha hecho a
cerca de la quercetina es que, es mds efectiva que sus -
glicbsidos para aliviar las inflamaciones,en ratones —--
(28).

OTRO3 USO3 DE LOS FLAVONOIDES,

Una gran variedad de flavonoides ha de~--
mostrado tener actividad como antioxidante (19), (29).

Ia quercetina inhive la descomposicibn -
fotoquimica y es-un entioxidante efectivo (19). Se ha es
tudiado, su efecto antioxidante, en cosméticos (30).

En las plantas los flavonoides contribu-
yen s darles color y sabor. Otra posible funciém en las-
plantas, es hacer que las flores y frutos'sean més nota-~
bles a los immectos polinizadores y de esta menera ayu--
dar a la dispersién de las semillas. Se afirma tembién -
que las flavonas se comportan como auxines en la es
timulacién de la germinacién de semillas de trigo (17),-
(18). .

La estabilidad coloidal y el sabor de la
cerveza es mejorado, industrialmente, sin disminucién de
sus propledades organolépticas, adicionando 10-100 D.p.m
de quercetina (31).

lLas antocianinas gesempefian un papel muy
importante en la preservacidn del color en vinos tintos-
y como bactericidas (17), (19).
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Tembién se ha observado que 2 000 P.P.k.
de morina, quercetina y rutina inhiben al virus X de la-
pape in vitro (32).
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ARNICA

Arnica montans. Linn.-Compuestas.
Fig. 3




PARTE EXPERIMENTAL




PARTE FEXPERIMENTATL

La planta cse dejo secar y se escogieron-

Unicaménte les flores para obitener los extractos. lLas -~
flores molidas pesarén 656 gramos que se colocaron en -
un matrez de bola de 5 litros.

Una vez puesto el material en el matraz
se le pusieron 3 litros de hexano, se dejé asf{ por 3 --
dfas a temperatura ambiente y despiés a reflujo durante-
una hora. El contenido del matraz se filtré primeramente
en embudo de filtracién rdpida y después sobre en embudo
Blichner. Ds la solucibn as{ obtenida se recuperd el di~-—
solvente por medio del rotavapor y se obtuvo el extracto
hexénico. Se hizo el procedimiento 2 veces més y se jun-
taron los extractos hexénicos obteniéndose 30.07 gramos-

del extracto.
Al terminar de obtener el extracto hexé-

nico se agregaron 3 litros de CHCly al material del ma—-
traz, se puso & reflujo durante una hora, se filtré en -
embudo de filtracién rédpida y después sobre celita en em
budo Bichner. De la solucidn que se obtuvo se separaron-—
el disolvente y el extracto tembién por medio del rotava
por. Se repitib el proceso 2 veces més y se reunieron --
los extractos cloroférmicos cuyo peso fue de 10,06 g.

Pare obtener el extracto etanblico se ~--
procedid en la misme forma que para obtener los extrag—-—
tos anteriores, variando dnicemente el disolvente gue en
este caso fue etanol. El peso del extracto fue de 47.78-
£ramos.

ANALISTS  PRELIMINAR

Antes de iniciar un estudio detallado de
cada uno de los extractos se hizo un breve anflisis smobre
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los extractos.

En el extracto hexdnico se detectd beta-
caroteno, haciendo una comparacifn con una muestra autén
tica, dpor crometografia en placa fina, utilizando como e
luyente acetato de etilo. .

En el extracto clorofdrmico se detecta--

ron glic6sidoé cardioténicos y lactonas sesquiterpénicas
' mediente la prueba de Baljet que se reelizd de la siwwm--—
guiente megnera: se preperaron 2 soluciones, A y B; la A-
fue una solucidn etanélica de dcido picrico al 1 % y la-
B une solucién acuosa de NaOH al 10 %; las 2 soluciones-
se mezclaron en igualee voldmenes antes de usarse, Para-
hecer la prueba se pusieron 3 mg del extracto cloroférmi
co y 4 gotas del reactivo, emseguide se observd una colo
racidn ligeramente anaranjada lo que indicd la presencia
de lactonas sesquiterpénicas y glicédsidos eardioténicos-
(16).

Parae llevar a cabo lz pruebe de Shinoda,
para flavonoides, se disolvié una pequefia cantidad del -
extracto cloroférmico en etanol, se filtrd y a la solu--
cibn resultante se le agregd un trocito de magnesio y --
unes gotas de dcido clorhidrico concentrado observéndose
de inmedieto una coloracién snsrenjada, este color indi-
¢6 que podfan estar presentes: flavonas, flavononas, fla
vononoles, flavonoles o xantonas (16).

En el extracto etandlico se hicieron las
sigulentes pruebas:

La prueba de Shinoda se hizo en forma si
milar a la descrita para el extracto cloroférmico; pero-
aqui no hubo filtrecidn.

La prueba para azleares se hizo sobre un
residuo blanco que se originé al trasvasar el extracto e
tandlico de un matraz a otro. Esta prueba se realizéd con
el reactivo de Fehling y la presencia de un precipitado-
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rojizo en el tubo de ensayo donde se llevaba a cabo la =
" prueba, indicé que habfa azicares reductores en la mes-
tra.

Para efectuar las pruebas de alczloldes-
se procedié de la siguiente manera: se disolvid una pe--
queila porcién del extracto etanélico en un tubo de ensa-
yo con dcido clorhfdrico 2 N saturado con NaCl, la meg--
cla se filtréd. El filtrado se ensayd con los reactivom <
de Dragendorff, Mayer y Wagner. El reactivo de Dragenssw
dorff se preperb disolviendo 8 gramos de Bi(NO3)35 H,0 -
en 20 ml de dcido nfitrico al 30 ¥ y 27.2 g de KI en 50 ~
nl de agua. Se mezclaron las 2 solucliones y se dejaron -
reposar durante 24 horas. Se decant§ la solucién y se a-
foré con agus 8 100 ml. E1l reactivo de Mayer se preparb-
disolviendo 1.36 g de Hg012 en 60 ml de ague y 5 g de KI
en 10 ml de agua. Se juntaron las 2 soluciones y se afo-
raron & 1000 ml. El1 reactivo de VWagner se preparé disol-
viendo 1.27 g de I sublimado y 2 g de KI en 20 ml de 8-~
gua; la solucibn se aford & 100 ml con agua destilads.Un
precipitado :color marrén indicé la presencia de alecaloi-
des (16). '

Se disolvid una pequefiz cantidad del ex-
tracto etanblico en agua caliente durante 30 minutos y -
luego se agité durante 5. Se observd enseguida la forma-
cién de espums con apariencia de pasnal de abeja y asf se
observé por més de 30 minutos, lo que se -consideré prue-
ba positiva para saponinas (16).

Para llevar a cabo la prueba para triter
" penos se prepard un reactivo con anhidrido acético, ===
H2SO4, CHCl3 (10:1:25) v/v. Se disolvié una pequefia par-
te del extracto etanélico durante 2 minutos; la apari--—-
cidn de colores rojos, rosa, pirpura o azul se hubiera -
considerado prueba positiva (16); sin embargo no fue asi
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ANALISIS DEL EXTRACTO HEXANICO.

El color que presentd este extracto fue-
café naranja.

Se observé que sl enfriarse, el extractq
se seperabe un s6lido y se tratd de purificar por medio-~
de extracciones con hexano en frio. De la solucién hexd-
nica se obtuvo un polvo rojizo gue por cromatografia en-
placa fina mostré la presencia de beta-~caroteno, Al séli
do se le determind el espectro de laz regidén visible y se
confirmé la presencia de beta-carotenoc. - )

Para poder separar los posibles componen
tes del extracto hexénico se mont8 una columna cromato--
gréfica con sflice en hexano, se puso una muestra de ——-
0.1968 g y se inieid la elucién con hexano. Todas las ——
fracciones obtenidaes de esta columna fueron de aproxima-
damente 50 ml. Con este disolvente se obtuvieron 12 frac
ciones. Por crometograffa en capes fina se observé que ——
las fracciones 5, 6, 7, 8, 9 eran las mismas y estaban -
puras; al evaporarse todo el hexano qued$ unm especie de
cera blanca, se le tom8 punto de fusién y fue de 56-58 -
°¢, tembién se le determiné espectro de IR y sevllegé a-
la conclusién de que se trataba de una parafina.

Se fue aumentsndo lz polaridad del elu--
yente y se obtuvieron otras 100 fracciones méds las cua--
lss eran mezclas.
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ANALISIS DEL EXTRACTO CLOROFORMICO.

El color de este extracto era verde ——-=-
obscuro.

Los componentes del extracio se trataron
de separar por cromastografia en columna. Esta se empacl-
con sflice en hexano.

El extractc se dividi8 en 2 partes. Una-
se tratd con carbén activado para eliminsr la clorofila;
pero se observd que la meyor parte :del extracto quedaba~-
adsorbido y parte de la clorofilae no se adsorbia. Se so-
metid, el carbdn activado, m extraccidén en Soxhlet para-
recupserar el extracto, pasando disolventes de diferente-~
polarided; sin embargo no se logrd recuperar totalmente—
el extracto y lo que se recuperé fueron mezclas.

La otra parte del extracto que no fue --
tratado con carbdn activado se metid & columns cromato=-
gréfica., Ia elucibn se inicidé con hexano y se fue sumen-
tando lz polaridad de los eluyentes. Las fraccilones cbte
nidas se evaporaron en el rotavapor y se hicleron placas
cromatogréficas observédndose que ninguns estaba pura. Se
hicieron otros intentos de purificacibn gque no dieron --
los resultados esperados por lo que se suspendié el estu
dio del extracto cloroférmico.
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ANALISIS DEL EXTRACTO ETANOLICO.

Al extracto etanbdlico se le dib el si-——-
guiente tretamiento.

A una parte de este extracto se le hizo-
una particién hexano-etenol. A4 la fase etanblica se le a
gregb dcido sulfiirico al 7 % y se puso a ebullicibn du--
rante 2 horas . Al terminar este tratamiento se observé-
un precipitado café, un verde y un polvo amarillo. Se se
pararon logs precipitados y la solucibn y ésta dltima se-
extrajo varias veces con &ter etflico, se reunieron los-
extractos y se extrajeron con una solucibn acuosa de 10-
% de bérax, a la fase acuosa se le agregb HC1 (19), para
tratar ds regenerar la gquercetina, se observd inmedista-~
mente un abundante precipitado smarillo por lo que se hi
zo una filtracién en embudo Biichner y se lav$ el precipi
tado con bastante agus destilada, se dejé secar y difb cpo
mo resultado un polvo amarille. Se hicieron placas croma
togrificas tanto a este polvo como al residuo, también.g
marillo, resultante de la fase etérea y de esta manera -
se observé que no se habia obtenido ningin compuesto pu-
ro. Al precipitado café se le did el mismo itratamiento;-~
pero tampoco se obtuvo ningiin compuesto puro, por lo gque
se trataron de purifiecer estos compuestos primero por --
cromatografia en columna y después por medio de placa —-
preparativa; pero los resultados fueron negativos.

Para comprobar que la quercetina estaba-
presente en alguna de las mezclas obtenidas, se congi-—-
guib una muestraf y se compard por placa con distintas -
muestras obtenidas en el proceso de purificacidén., Ia com

+ Se agradece al Dr. Eugene Bratoeff el haber proporcio-
do esta muestra.
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paracién se hizo con el reactivo de Shinoda y por Rf —_——
los eluyentes empleados fueron: acetato de etilo satura-
do con agua (18), fenol saturado (18) y CHCl3-aqetato de
etilo 331, también se hizo la comparacibén usando n-buta-
nol-4cido acédtico-agua (4:1:5), (19).

Para cambier la polarided de los compo--
nentes de la mezcla se hizo la acetilacién del precihpita
do verde (resultante de hidrélisis) como se expone a con
tinuacién: se colocaron 2 g del precipitado en un matraz
de bola completamente secd, se adiciond un gramo de w———-
CH3COONa fundido, mds 10 m1 de anhidrido acético, estn -
mezcla se puso a ebullicién durante 2 horas, con agita—-
cibén. Al final de este tratamiento, la mezcla se vertid-
en 50 ml de agus helada, se agitd vigorosamentie y se de=
38 reposar, observAndose enseguida un precipitado pasto-
s0 de color café el cual se lavé con sbundante agus des-
tilada. BEste sélido se extrajo primero con benceno, des-
puds con éter et{lico y por Yltimo con cloroformo. De la
solucién etérea, por cristalizacién fraccionada, se obtu
‘vieron unos cristales blancos y por cromatografia en pla
ca se observé que estaban puros, el punto de fusibn de -
estos cristales fue de 198-200 °C (19); posteriormente -
se obtuvieron los especirso de UV, IR, RMN y E. de masas

(espectros 1, 2, 3,y 4).



- 35 =

ANATISIS CUALITATIVO DE AZUCARES.

Para determinar los azdcares se hizo una
comparacién del extracto etanblico con sacarosa, dextro-
sa, galactosa, fructosa, xilosa y glucosa, lLa compara—-—-—
cién se efectud por cromatografis en papel (Whatmen No.-
1), usando como eluyente, una mezcla de 12 ml de butanol
-3 ml de dcido acdtico y 15 ml de agua y como revelador,
una solucién de 2.5 ml de fenilhidrezine mds 25 ml de a-
gua destilada mds unas gotas de dcido acético. En esta -~
forma se detectaron los azicares: sacarosa, fructosa, xi
lose y glucosa.

ANATISIS CUANTITATIVO DE AZUCARES

' REDUCTORES (34).

A una parte del extracto etandlico se le
agregb agus y CHCl3 y se separaron las 2 fases, lLa fase-
acuosa se diluyd con més agua, se calentd a ebullicién y
se filtré. En esta solucibén se hizo la determinacién ——-
cuantitativa de azicares mediante el siguiente procedi--
miento: se pesaron 6.9278 g de GuSO4, se disolvieron en-
agua y se aforaron & 100 ml. Se disolvieron 34.6 g de la
sal de Rochelle en agus y se aford tembién a 100 mi.

En un vaso de precipitedos se colocaron-
30 ml de la solucién de la sal de Rochelle, 30 ml de ——-
CuSO4 y se agregaron 30 ml de agua. Ests mezcla se calen
t8 a ebullicidn y se adicionaron 25 ml de la muestra a -
cuantear, Esta solucién se hirvié duraente 2 minutos e in -
mediatamente se filtré sobre un Gooch que previamente se
habia puesto & peso constante. El precipitado rojo ladri
1lo, Cu,y0, se lavb con agua destilada y etanol, se secé-
a 120 °C durante 2 horas y se pes§. El peso del precipi-

tado fye de 77.8 mg. De las tablas de Quisumbing y Tho--
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mas se obtuvo la cantidad de azdceres reductores gue es-
aproximedemente de 35.3 mg en términos de glucosa.,

Es conveniente agregar que para hacer es
ta determinacién se pesaron 1.2327 g de extracto etanél_j_.
co y se disolvieron en agua 487.9 mg.
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RESULTADOS Y DISCUSION.

La planta que se usd en el presente traba-
jo se recolectd en el estado de Tlaxcals en el mes de ju--
nio de 1978.

Con el fin de corroborar que la planta re-
colectada era, en efecto, Heterotheca inuloides se llevd -
al herbario de le Facultad de Ciencias (Area de Biologla)-
para su clasificacién. E1 informe recibido confirmé que se
trataba de Heterotheca inuloides.

Con el propésito de iniciar la separacién-
de los componentes de Heterotheca inulol des se obtuvieron
los extractos hexénico, eloroférmico y etandlico.

Se hicieron pruebas prelimineres a 108 ==
tres extractos obtenidndose los siguientes resdltados:

EXTRACTO HEXANICO
PRUEBA REACTIVO RESULTADO
l.~Para beta~-caroteno cromatografia en placa ( +)
fina.
Esto se comprob$ posteriormente por si es-
pectro en el visible,

EXTRACTO CLOROFORNICO

PRUEBA REACTIVO RESULTADO
1.-Para glicbsidos cardip Baljet (+)
ténicos y lactonas ses
guiterpénicas
2 .-para flavonoides Shinoda (+)

EXTRACTO ETANOLICO
PRUEBA REACTIVO ] RESULATDO
1.-Par flavonoides Shinoda ( +)
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2,-Para aztficares reductores Fehling ( +)
3.~-Para alcaloides Dragendorff- ( =)
Mayer ( -)

Wagner (+)

4 ,~Para saponinag Agitacién vigorosa ( +)
5.-Para triterpenos (CH3CO)20-HQSO4 - ( =)

CHO1,(10t1:25) v/v

Con los resultados anteriores se planef-
el desarrollo del trabajo tratando de aislar los com---
puestos cuya presencia se habia detectado.

En las fracciones menos polares del ex-—-
tracto hexdnico se aislé, por cromatografia en columna -
un producto de punto de fusibn 56-58 ¢ cuyo espectro de
IR indicd que se trataba de una parafina,

Del extracto cloroférmico solamente se -
obtuvieron mezclas que no pudieron ser purificadas.

Como ya se tenia establecido que la fami
lia a la gque pertenece esta planta se caracteriza por te
ner flavonoides ademfs de lactonas sesquiterpénicas y -
las pruebas prelimingres lo habian confirmedo se inicib-
su aislamiento. Por‘otra parte se sabia que la quercetis
na es un flavonoide ampliamente distribuido en la nature
leza (18) por lo que el método de aislamiento empleado -
fue el especifico pars guercetina (19). Primeramente se-
hizo une hidrdlisis y despuds varias extracciones con di
solventes de diferente polaridad, las mezcles as{ obteni
das se trataron de purificar por placa preparative y cro
matografi{a en columna; sin embargo no se logrd una sepe-
racién completa, estos datos coinciden con la literatura
(33) en donde se encontré el comentario de lo diffeil ~--
que es purificar la quercetina. Con el objeto de compro-
bar que se tenfa quercetina en las mezclas se hizo una -
comparacién de quercetina suténtica con distintas mues-—-
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tras obtenidas en el proeceso de purificacién habiéndose-
identificado dentro, de algunas mezclas. Con el fin de --
cambiar la polaridad de los componentes de estas mues~—--
tras y as{ facilitar su manejo, se hizo la acetilacién -
de uno de los precipitados obtenidos por hidrdlisis del-
extracto etanblico, el s8lido resultante de la acetilas-
cibn se extrajo con varios disolventes, uno de ellos fue
&ter etflico, de esta solucidn se obtuvieron unos crista
‘les blancos de punto de fusién 198-200 °C; posteriormen-
te se obtuvieron los espectros de UV, IR, RMN y E. de ms
sas {(espectros 1, 2, 3 7y 4).

Espectro de UV.-En la literatura (19), -
(41) se encontrd que el espectro de un flavonol totalmen
te acetilado es similar al del flavonol mismo, ademds la
quercetina tiene ]'méx a 297 y 250 nm y el pentaacetato-
tiene A:méx a 300 y 252 nm. El espectro obtenido presen-
ta 2 bandas a ;\méx 297 nm (banda I) y a 2'méx 250 nm -
(banda II) por lo que puede afirmarse que este espectro-
corresponde al del pentesacetato de quercetina.

’ Espectro de IR.-En este espectro pueden-
observarse las sigulentes bandas: banda en 3080 debida a
C-H saturado; en 2900 asignada & C-H de CH3; banda en -—-
1790 atribuida a (=0 de 8ster; en 1660 asignada a C=0 de
flavona; en 1500 y 1580 debidas a los anillos arométicos
le banda en 1380 asignada 2 metilo; banda’ en 1175 debi-
da a C-0-C; bandas en 1170 y 1010 asignadas & =C-0-C ; =~
en 898 atribuida a la vibracién de deformamcién fuera del
plano de C~-H de la posicidn 2%; en 820 debide 8l mismo -
tipo de vibracién de C-H de la posiciébn 5’y 6’; banda en
840 debida a la vibracidn de deformacién fuers del plano
de C-H de las posiciones 4 y 8 y la banda en 585 confir-
ma G=C. Todos estos valores estdn dados en om +
pectro se compard con el de quercetine (espectro 2b) en-
contrado en la literatura. La banda en 3400 se atribuye-

. Este es
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a humedad de la muestra del pentaacetato.(35), (36), (37)
¢38). -

Espectro de RMN.-En este espectro se ob--
serva un doblete en 6.90 ppm debido a H-6 y otro a 7.31 -
gue corresponde a H—8; el doblete en T7.32 ppm se asigna a
H-5’; 1la sefial en 7.70 ppm es debida a H-2’y se traslapa-
con el doblete en 7.71 ppm debido a H-6'. Las sefiales en-
2.30 y 2.40 ppm se asignen a H de acetilos (38), (39).

Espectro de masas.-Este espectro da el
ion molecular m' 512 que corresponde al peso molecular
del pentascetato de‘quercetina.

Por lo expussto anteriormente se puede a-
firmar que el compuesto obtenido es el pentaacetato de
quercetina cuya fbrmula es: : )

’ 0-3—0H3

8

9 0

g.—;o

Hy -
Es evidente que la quercetina y/o sus gli

cfsidos son constituyentes de Heterotheca inuloides.
De las pruebas preliminares del extracto-

etanblico se sabfa la presencia de azfcares reductores. -
Ademds, ssbiendo que la quercetina se puede presentar li-
bre y/o como glicbésido, se considerd el andlisis cualita=
tivo y cuantitativo de interés.Se identificaron por croma
tografi{a en papel los azdcares: fructosa, xilosa, sacaro-
sa y glucosa,., El andlisis cuantitativo de azdcares reduc-
tores se hizo utilizando el método de Allihn’s (34). y se
obtuvieron 77.8 mg de Cu20 que corresponden aproximadamen
te a 35.3 mg de glucosa.
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RESUMEN Y CONCLUSIONES

Del extracto hexénico de Heterotheca inu
loides se aisld una parafina y se identificé beta-carote
no.

Del extracto etanblico se aisld por me--
dio de una hidrélisis seguida de acetilacién y extrac---
¢ibn con disolventes el pentaacetato de quercetina el —-
cual se identificé plenamente por su punto de fusibn y -
los datos de sus espectros de UV, IR, RMN y espectro de-
masas. Se infiere de inmediato que la gquercetina es un -
constituyente de Heterothece inuloides. Esto confirma el
hecho de que la familia de las Compuestas secaracteriza-
por tener como comstituyentes a 1osAflavonoides.

‘ El estudio de Heterotheca inuloides fue-
extraordinariamente diffcil ya que después de hacer co--
lumpnas cromatogrificas sucesivas, emsayar cristalizacio-
nes y extracciones con disolventes no se obtuvo ningdn -
compuesto puroc del extracto cloroférmico, més adn, el a-
aislamiento de la quercetina ne fue posible sino de mane
ra indirecte y despuéds de prober el aislamiento por cro-
matografis en columna, cromatograffs en placa preparati-
va, extraccién con disolventes y cristalizaciones,

Finalmente, del presente estudio se dedn
ce que Heterotheca inuloides posee las propiedades tera-
péuticas que la gquercetina le confiere.
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