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INTRODUCCION

Las plantas siempre han sido una fuente de remedios, tanto en la forma de
preparaciones tradicionales como de principios activos puros. En afos
recientes, a nivel mundial el Interés sobre las propledades curativas de las
plantas, ha aumentado por la importancia que se reconoce a estos recursos en
el desarrollo y produccion de nuevos medicamentos, ain mas si se considera
que aproximadamente el 60% de los habitantes de la poblaclon total utilizan
plantas medicinales para tratar diferentes enfermedades -6, En el mundo
existen entre 750,000 y 250,000 especies de plantas, de ellas se estima que el
10% se emplean en la medicina tradicional de algunos paises, Sin embargo, se
ha descrito que so6lo al 1% se le ha comprobado de manera experimental su
valor terapeltico 7. En el caso particular de México, en la actualidad se
consldera que hay 7,000 especies vegetales de aplicacion en la medicina
tradicional y tan solo el 1.5% de estas especies han sido estudiadas
experimentalmente 3.8,

En la actualidad con la ayuda del avance de la clencia y la tecnologia se han
logrado separar e identificar un mayor numero de compuestos en las plantas.
Por ejemplo, en el campo de la espectroscopia y la espectrometria 810 se
cuenta actualmente con técnicas mds sensibles. Y para la realizacién de las
pruebas blologicas se cuenta con ensayos mas especificos .68, Adn més para
saber los mecanismos de accién que median la actividad biologica, se cuenta
tamblén con ensayos de union radio-ligando que utilizan enzimas especificas y

receptoresS-6.8-10,



Otro importante avance se ha logrado en el campo de la biotecnologia, ya que
los cultivos de células y de tejidos pueden constituir una mejor alternativa para
encontrar compuestos con actividad biolégica. La ventaja de esto es que el
crecimiento de las células o tejidos se puede controlar y mantenerse en
condiciones esténdar y no estan sujetos a varlaciones de clima ©. Por los
avances antes mencionados, el estudio y conocimiento en torno a las
propledades quimicas y farmacologicas de las plantas utilizadas en la medicina
tradicional mexicana, sigue el patron propuesto por la comunidad académica
internacional, es decir, es una labor interdisciplinaria en colaboracion con
quimicos, botanicos, farmacélogos, médicos y farmacognostas, por tan solo
mencionar algunos 112, Hay una planificacién culdadosa para la
implementacion de estos estudios, considerando principaimente la investigacion
de plantas medicinales que permitan la obtencion de farmacos potenciales con
propiedades farmacoldgicas, que puedan ser aprovechados en la terapettica,
para aliviar aquellas enfermedades de mayor incidencia en el pais
489813 También debe tomarse en cuenta la disponibilidad de medicamentoé

Utiles para el tratamiento de las enfermedades 12,
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Por lo anteriormente mencionado, se decidio realizar el estudio de Cuphea
pinetorum Benth, una de las plantas utilizada en la medicina tradicional, de los
altos de Chiapas, para aliviar diversos padecimientos, entre los que destaca la
diarrea con sangre y moco, padecimiento producido en algunos casos por

Entamoeba histolyticay Giardia lamblia.

HIPOTESIS

La especie vegetal Cuphea pinetorum contiene compuestos con actividad
antiprotozoaria contra Entamoeba histolytica y Giardia lambila, los cuales

pueden ser aislados mediante un método fitoquimico biodirlgido.

OBJETIVOS

Objetivo general,

Obtener los compuestos con actividad antiprotozoaria presentes en el extracto

metandlico de la raiz de Cuphea plnétorum.
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Para el cumplimiento del objelivo general prapueste se contemplan los

siguientes objetivos especificos:

Revisar y recopilar la Informacion botanica, etnobotanica, quimica y
farmacologica de Cuphea pinetorum Benth y especies relacionadas,

Realizar las operaciones preliminares propias de la preparacién de los extractas
vegetales.

Preparar el extracto metandlico mediante maceracion exhaustiva de la raiz y
fraccionarlo mediante cromataérafia en columna de manera biadirigida.
Determinar la actividad antipratozoaria /n vitro del extracto vegetal, fracciones y
compuestos aislados contra trofozoitos de Entamoeba histolytica y Giardia
lamblia,

Determinar la toxicldad para el crustaceo de Artemia salina Leach del extracto,
fracciones y compuestos activos aisladas.

Separary purificarAlos compuestas de las diferentes fracciones bioactivas.
Identificar mediante métodas quimicas, espectroscopicas y espectrométricas los
compuestos aislados.

Correlacionar los resultadas ohtenides con las propiedades atribuidas a la
especie vegetal Cuphea pinetorum .

Fortalecer el conocimiento sobre los constituyentes quimicos de la vegetacion

de Méxica con pasibilidades de uso terapeitico.
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| . ANTECEDENTES

1.1. Generalidades de Cuphea pinetorum Benth.

La familia de las Litrdceas se encuentra fundamentalmente distribuida en las
zonas trépicales y subtrépicales de América, esta constituida por 24 géneros y
cerca de 500 especies, El género mas grande es el de Cuphea con alrededor
de 200 especies 14. En el caso particular de México, se cuenta con 48 especies
localizadas en los estados de Chiapas, Durango, Guadalajara, Guerrero,
Oaxaca, Puebla, Tabasco y Veracruz (ver Tabla 1) 1518, Es de hacer notar que
varias de estas especies presentan problemas de indole taxondmico, par lo
cual es importante hacer su estudio fitoquimico y apoyar asi su clasificacién 19.

Cuphea pinetorum representa una de las especies de la familia que es
endémica de México 15-18 y se le consigue en los estados de Chiapas,
Guerrero, Oaxaca y Puebla 16,17,

Cuphea pinetorum es conocida por los habitantes de los altos de Chiapas
como: Back momol y Vach uet. La hoja tierna de la planta con flor rofa es usada
para tratar infecciones de la boca, diarrea liquida con sangre y como
antitumoral. La hoja tierna de la planta con flor amarilla se utiliza contra el
enflaquecimiento y el marasmo. La flor se emplea contra las infecciones de la
lengua.

Carmelino Santiz hace la sigulente descripcién de la planta: Arbusto de entre

30cm a 1.50m con flores rojas 0 amarillas '8(ver Figura 1),
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Figura 1.- Ejemplar de herbario de Cuphea pinetorum Benth,



Plantas Menicinales e Non Pable Chalitubutta
Chigpas, Metiva
Fertiegpoertot btk
TSR I N

Soneborin SRl el o Pt

Figura 1.- Ejemplar de herbarlo de Cuphea pinetorum Benth.
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Tabla 1.- Especies del género de Cuphea que se encuentran localizadas en

México.
C. aequipetala C. laminuiigera
C. angustifolia C. lanceoiata
C. appendiculata C. leptopoda
C. avigera C. llavea
C. bolsslerana C. lobbhophora
C. bustamanta C. lozanll
C. caesilae C. lutea
C. calcarata C. micranta
C. calophylla C. micropetala
C. cartagenensis C. mimuloldes
C. chiapensls C. nelsonil
C. cristata C. nitidula
C. cyanea C. oreophila
C. decandra C. ownbeyl
C. elliptica C. palmeri
C. eplioblfolia C. pinetorum
| C. gracilifiora C. quaternata
C. heteraphylla C. sanguinea
C. hookerlana C. secundifiora
C. hyssoplfolia C. subuigera
C. ignea C. tolucana
C. Jorullensis C. trochilus
C. Infundlbulum C. vesiculigera
C. intermedla C. wrighiti




1.2.- ANALISIS BIOLOGICOS Y QUIMICQS.

Estudios farmacolégicos han demostrado las propiedades antiprotozoarias de
los extractos metanélicos de la raiz y el tallo de Cuphea pinetorum Benth
contra Entamoeba histolytica y Glardia lambiia 20.

Desde el punto de vista fitoquimico, la especie Cuphea pinetorum no ha sido
objeto de estudios previos; sin embargo, de especles relacionadas se han
aislado: dcldos grasos, antocianldinas, esteroles, flavonoides, hidrocarburos y
triterpenos y un pollaicohol.

De Cuphea sp se aislaron e identificaron cuatro flavonoides: ramnetina 1,
isoramnetina 2, camperol 3 y mirecitina 4 21-22 (ver Figura 2),

De la especle Cuphea baisamona Lin., se alslaron e identificaron siete
hidrocarburos alifaticos saturados (heptacosano 5, octacosano 6, nonacosano
7, triacontano 8, henetriacontano 9, docotriacontano 10, tricotiacontano 11.),dos
esteroles (esligmasterol 12 y f-sitosterol 13 ), un triterpeno ( friedelina 14 ) y un
poliaicohol ( manitol 15 ),23 (ver Figura 3).

De Cuphea hookerlana, C. ilavia, C. liavea, C. painteri, C, pulchefrlma, C.
schumannli y C. viscossisima se identificaron ‘res dcidos grasos ( acido n-
octanoico 16, écido n-nonanoico 17, acido n-decanoico 18 ) 24-26,

De Cuphea Ignea se han aislado dos antocianidinas ( malvidin-3,5-diglucosido
19 y pelargonidin-3,5-diglucésido 20 ) 21,

De Cuphea carthagenensis, C. epliobifolia y C. infundibuium se ha alslado
un triterpeno: cartagenol ( 3p- hifroxitfriedel-7-ene 21),27 (ver Figura 4).
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Il. PARTE EXPERIMENTAL.

Se realizo el estudio de la raiz de la planta medicinal Cuphea pinetorum Benlh,
empleando la prueba de la delerminacion antiprotozoaria in vitro contra
Entamoeba histolytica y Glardla lamblia 20.28-30 para obtener los compuestos
bioactivos. Adicionalmente se delermind la prueba de toxicidad a la Artemla
salina L..considerando que esta prueba permite predicir otras actividades
biologicas 3133 | El material vegetal (232g) seco y molido, se exirajo
exhaustivamente via maceracion con 2L de metanol en periédos de 48hrs.,
eliminandose el disolvente por destilacion a presion reduclda, la reunién de
estos extractos proporciond 25.3g de residuo. Con 2.5g de extraclo se
determind la presencia o ausencia de alcaloides siguiendo el Esquema 1. El
extracto organico total obtenido, (20g) se fracciond en mezclas menhos
complejas, mediante una cromatografia en columna empleéndose 180g de
celulosa microcristalina ( [CgH1gOgln Avicel, Merck ) como adsorbente; la
elucion se realizd aumentando el grado de polaridad utilizando como
disolventes: acetato de etilo, acetona, metanol y agua en diferentes
proporciones. El volumen de las fracciones obtenidas fué de 200ml clu, se
colectaron un total de 35 fracciones las cuales se concentrardn a presion
reducida a 40°C. Una vez obtenidas se analizaron por el método de
cromatografia en capa fina analitica para determindr su  composicion y
homogeneidad. Las fracciones obtenidas se reunieron utilizando criterios
cromatogréficos, a éstas se les realizd la prueba para determinar la actividad
antiprotozoarla in vitro contra Entamoeba histolytica y Glardla lamblia y la.
prueba para determinar la toxicidad contra Artemia safina L. Aquella fraccion
que resulté con mayor actividad fue posteriormente purificada. La metodologia

general del estudio se resume en los Esquemas 2y 3.



Material Vegetal 1 13

Extraccion con melanol 2
Filtracién

Concentrar al vaclo

: Extracto metandlico 3
Residuo Vegetal
1)Extraccion con
HCI 1N (2 veces,
20 ml clu)
2)Fittrar
Solucién &¢ida Residuo
1)Basificar con NH40OH conc.

2)Extraer con CHC3(3 veces, 20ml cfu)

Fase prgénica Fase acuosa bésica

1)l.avar con agua

2)Secar sobre Na,SQy anhidro
3)Filtrar

4)Concentrar

Extracto orgénico crudo donde supuestamente

podran encontrarse alcaloides.
1 Cantidad de material vegetal 232g.

2 Extraccidn via maceracién (250 mi de metanol, 2 dias).
3 Cantidad de extracto metandlico 2.51g.

Esquema 1.. Preparacion del extracto para la determinacion de alcaloides

en Cuphea pinetorum Benth.



Ralzde Cuphea pipetorum B. 1° 14

|

Residuo vegetal Extracto metandlico 2

1" 232g de raiz
2" 25.3g de residuo

Esquema 2.-Obtencion del extracto metandlico de la ralz de Cuphea pinetorum Benth.



Extracto metandlico 3" 1%

Separacion en cromatografia en columna

Purificacion
I
1.3 4-‘1 8 19!24 25-'26 27-’34 3‘5
Columna ll ménitol y sacarosa.
3"20g de extracto

Esquema 3.-Fraccionamiento del extracto metandlicoy purificacion de los compusstos
obtenidos de laralz de Cuphea pinetorum Benth.
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Los analisis en capa fina se realizaron en placas Merck (DC-Fertigplatten
kieselgel 60), y placas de celulosa (DC-Alufolien 25), usando varios sistemas de
eluyentes y diferentes agentes cromogénos los cuales se encuentran resumidos
en la Tabla 2.
Los puntos de fusion se determinaron en el aparato Fisher Johns y no estan
corregidos.
La elucidacion estructural de los compuestos aislados se realizd mediante la
aplicacion de la técnica de espectrometria de masas por impacto electronico
(EMIE), técnicas espectroscopicas de infrarojo (IR), resonancia magnética
nuclear proténica (RMNP) y de C13 (RMN13C). Los espectros de RMNP fueron
obtenidos a 300 MHz, segun se indica en cada espectro, utilizando un
espectrometro analitico (Varian XR-300), utilizando como disolvente DMSO-dg y
tetrametil silano (TMS) como referencia interna, Los espectros de- infrarojo
fueron obtenidos en pastillas de KBr, usando un espectrofotémetro (Perkin-
Elmer 283-B). Los espectros de masas se obtuvieron en un espectrometro
(Hewlet Packard £985-B) utilizando la técnica de Impacto electrdnico a 70 eV.
La determinacién de la viabilldad de las células se realiza con un
haemocitometro (Propper lumicype). Los estandares utilizados: mannitol,

glucosa, sacarosa (Merck), quercetina y campero! (Slgma).
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Tabla 2.- Sistema de eluyentes y agentes cromdgenos utilizados para los

analisis cromatograficos en capa fina.

SISTEMA DE ELUYENTES

SISTEMA DE COMPOSICION PROPORCION
ELUYENTES
[ -AcOEt 100%
Il acetona : MeOH 50.50
1] AcOE! : MeOH : agua 7.2
v AcOE! :ac, acético :MeOH:agua 6.1.5:1.5:1
: AGENTES CROMOGENOS*
REACTIVO COMPOSICION REFERENCIA
Sulfato cérico 12g sulfato cérico 34
(A) 22.2m| ac.sulfirico conc. 350g de
hielo.
Tricloruro de Aluminio (B) { Solucién 5% de tricloruro de 35
aluminjo.
Dragendorff's (C) 2.6g carbonato de bismuto bésico 34
7g yoduro de sodio
25 ml ac, acético glacial
89 ml AcOEt
0.5 mi de agua.
Tricloruro de Fierro (D) | Solucién 10% acuosa 36
Vainillina-Ac.Sulfirico (E) | 5% ac. sulftrico etandlico (Sol. I) 36
1% vainillina etanélica (Sol. 1)

* En todos los casos antes de revelar con el agente cromogénico se procedié a

visualizar las placas con luz U.V. de una ldmpara modelc UV GL-58 a longitudes

de onda de 254 y 365nm.
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2.1.-EVALUACIONES BIOLOGICAS.

2.1.1. Determinacidn de {a actividad antiprotozoaria in vitro contra los
trofozoitos de Entamoeba histolytica ylo Glardia lamblla.
La determinacién de la aclividad antiprotozoaria in vitro del extracto, fracciones
combinadas y compuestos aislados, se realizd siguiendo el bioensayo descrito
por Cedillo y col. para los trofozoitos de Entamoeba histolytica y Glardia
lamblia 20.28-30,
Las cepas de los microorganismos utilizados en el ensayo fueron Entamoeba
histolytica (HMI - IMSS) y Glardla lamblia (IMS5:0989:1). La cepa de
Entamoeba histolytica fue mantenida en medio TYI-8-33 adicionado con 10%
de suero bovino y Glardia lamblla fue cultivada en medio modificado TYI-S-33,
adicionado con 10% de suero de ternera. Ambas cepas fueron mantenidas
axénicamente y para el ensayo fueron empleadas en fase de crecimiento
logaritmico, las cuales fueron proporcionadas por el Laboratorio de
Parasitologia en la Unidad de Investigacion Médica eri Enfermedades
Infecciosas y Parasitarias, Hospital de Pediatria del IMSS.
Las muestras ( extracto, fracciones combinadas y compuestos aislados), se
disolvleron en DMSO y se ajustan con medio TYI-S-33 a concentraciones
adecuadas. Posteriormente se transfleren a 5 tubos (con 4ml de medio c/u) de
manera Independiente 20,40,80,120,160ul de ia solucion a evaluar; los cuales
corresponden a concentraciones de 25, 50, 100, 150, 200ug/ml del compuesto

respectivamente.
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2.1.1.1.- Bioensayo.
A los tubos anteriormente preparados, se les adicioné el inéculo del trofozaito
en prueba, Entamoeba histolytica o Giardia lamblia (aproximadamente
50,000 trofozoitos/ul ). Los tubos se incuban a 37°C durante 48hrs y se
determina la viabilidad de las células por cuenta directa en el haemocitémetro.
Los resultados se procesan mediante un analisis probit para calcular la

concentracion Inhibitoria cincuenta ( Cl 5o ). La prueba se realiza por triplicado y

se repite un minimo de tres veces.

2.1.2.-Determinacion de la toxicidad para el crustaceo Artemla salina L.

La determinacion de fa toxicidad del extracto, fracciones combinadas y
compuestos alslados, se hizo sigulendo el bioensayo descrito por Anderson
para el crustaceo Artemia sallna L, 31-33,

Se pesaron 20mg del compuesto puro, fraccién o extracto, disolviéndose en 2ml
de solvente apropiado. Se transfirieron a tres viales de manera independiente
(500,50 y 5 pl), que corresponden a concentracciones de (1000,100 y 10 pg/ml)
respectivamente. Se realizé por triplicado, dejdndose evaporar a sequedad para
asegurar la ellminacion completa del disolvente.

2.1.2.1.-Bioensayo.

Después de haber desarrollado los crustdceos en un medio sallno artificial
durante 48hrs,, se transfieren diez individuos a c/u de fos viales, conteniendo
ademds de la muestra a evaluar, 5mi de agua salada, 24hrs. mas tarde se
registraron el nimero de organismos sobrevivientes. Los resultados se

procesan mediante un anailsis probit 32 para calcular la dosis letal cincuenta
(BLsg).
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lll.- FRACCIONAMIENTO BIODIRIGIDO DEL EXTRACTO METANOLICO.

A 20g del extracto metandlico bioactivo ( Clsg En=73.23 ppm, Clsg GI=74.73

ppm, DLgy As= 3.06 ppm ) fue fraccionado mediante una cromatografia en

columna, utilizando como adsorbente celulosa microcristalina (180g), a esta
columna la llamaremos columna original, Ei proceso de elucion se realizo
utliizando como disolvente acetato de etilo, acetona, metanol y agua en
diferentes proporciones. De este fracclonamiento se obtuvieron un total de 35
fracciones de 200ml c/u, que se concentraron en un rotaevaporador (Buchi Re
111). Cada fraccién fue analizada por cromatografia en capa fina,
combindndose aquellas cromatogréficamente similares, resultando de este
andlisis seis fracciones. A su vez, cada una de las fracclones combinadas
fueron evaluadas biologicamente utilizando la prueba dé actividad
antiprotozoaria y toxicidad antes mencionadas. En la Tabla 3 se resumen los
sistemas eluyentes empleados, el nimero de fracciones eluidas con c/u de
ellos, las fracciones combinadas y los resultados obtenidos de las pruebas
bioldgicas.

Con base en |os resultados mostrados en la Tabla 3, se observo que la fraccion
combinada F-2 fué la que mostrd mayor actividad antiprotozoaria, por lo cual se
decidio separarla en sus constituyentes Individuales. La fraccién combinada F-2
(16.01071g) de la columna original (ver Tabla 3) , se purifico mediante una
cromatografia en columna (columna II) utilizando como soporte 489 de
Sephadex LH-20 y como eluyentes agua, etanol, acetona y metanol en

diferentes proporciones. Se obtuvieron 88 fracciones de 5ml c/u.( ver Tabla 4),
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Tabla 3.- Resumen del fraccionamiento via cromatografia en columna del

extracto metandlico de laraiz de Cuphea pinetorum Benth (columna

ariginal).
Eluyente Proporcidn Nimero de Fracciones
fracciones combinadas
AcOEt 100% 1-3 F-1 (1-3)
413 F-2 (4-18)
A: MeOH 5050 14-20 F-3 (19-24)
MeOH 100% 21-27 F-4 (25-26)
MeOH:H20 75:25 28-35 F-56(27-34)
F-6(35)
Fracciones Resultados del Bioensayo
1 combinadas
Clso (ppm) DLso(ppm)
Gl Eh As
F-1 397.54 556.31 42.94
F-2 86.08 100.18 13,02
F-3 2324,00 111863 .
F-4 ** - e
F-5 " " 27.81
F-6 288.00 356.12 12.42

** poca cantidad
Gl=Giardla lamblia

As=Artemia salina

* DLsg mayor a 1000 ppm
Eh=Entamoeba histolytica

A = acetona
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3.1.- AISLAMIENTO Y PURIFICACION DE LOS COMPUESTOS.

3.1.1.-Aislamiento y purificacion de glucosa 22 y sacarosa 23.

La fraccion combinada 1-3 (1.11 g) de la columna Il (ver Tabla 4), se purificé
mediante una cromatografia en columna, utilizando como soporte Sephadex LH-
20 (10x 2.5 cm) y como eluyentes cloroformo, metanol y agua en diferentes
proporciones. Se obtuvieron un total de 34 fracciones de 20 ml cada una, de las
fraccidnes eluidas con metano! se obtuvo glucosa ( 0.072 g) y sacarosa (0.54
g). Las cuales fueron identificadas por comparacién con un estandar mediante

cromatografia en capa fina.

3.1.2. Alslamiento y purificacion de los compuestos camperol 3 y
quercetina 24 .

La fraccién combinada 15-18 (1.03 g) de la columna I (ver Tabla 4), se purificé
mediante una cromatografia en columna, utilizando como adsorbente 20 g de
silica gel 60 (70-230 mesh ASTM, Merck) y como eluyentes mezclas de acetato
de etilo y metanol en diferentes proporciones. Se obtuvieron un total de 39
fracciones de 20 ml cada una,

De la fraccion combinada 1-2, eluida con acetato de etilo al 100% se obtuvo
camperol ( 0.00153 g).

De la fraccién 3, eluida con acetato de efilo al 100% se aislé quercetina
(0.00226g)
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Tabla 4.- Resumen del fraccionamiento via cromatografia en columna de la

fracclon combinada F-2 de la columna original,

Eluyente Proporcién | No. de fracciones [Fracciones combinadas
H20 100% 1-11 1-3
4
5
6-11
H20:EtOH §0:50 12-38 12-14
15-18
19-22
23 -27
29 -33
34 -38
H20:EtOH 60:40 39-48 39 - 58
Hy0:EtOH 80:20 49 - 59
AH,0 70:30 60-75 59 - 61
62 - 88
A:MeOH 50:50 76 - 80
MeQH 100% 81-88

A = acetona,
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3.1.3. Aislamiento y purificacién de manitol 15.
De ia fraccién combinada F3 (0.26g) de la columna original (ver Tabla 2),
cristalizd de manera espontanea un sdlido bianco aperlado con un punto de
fusion = 164-166°C, el cual al ser comparado con un estandar se comprobé que
se trataba del polialcohol manitol. La presencia de sacarosa en las aguas

residuales se demostrd por anallsis en cromatografia en capa fina.
3.2.-PREPARACION DE DERIVADOS,

3.2.1.- Reaccidn de Acetilacidn,

Para formar los derivados acetilados, se empled 1ml de piridina y 1ml de
anhidrido acético por cada 100mg de muesira, En todos fos casos {a mezcla de
reacclon se dejd reacclonar por 12 hrs. a temperatura amblente y af cabo de el

tiempo seiialado se procesé de manera habitual 36-37(ver Figura 4).

3.2,2, Reaccidn de Metilacion .

Por cada 100mg de muestra a metilar, se utilizarén 20m! de una solucién de
diazometano preparada con 4mi de una sofucin acuosa de hidréxido de potasio
al 50%, 20ml de éter etilica y 2g de N-nitroso-N-metil-urea. En todos los casos
el producto a metilar se disolvi6 en 10ml de metanol o etanol, dejando
reaccionar la mezcla a temperatura ambiente durante 12 hrs3438-39 (ver

figura 5),
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OH _OAc
AcO 0. O
iridina:anh.acético O l
OAc
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OH OAc
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AcO.
N
| OH piridina:anh.acético O l OAc
7 OH OAc
OH O OAc O

Figura 6.- Reaccion de acetilacién de camperol y quercetina,

i
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Figura 6,- Reaccion de metilacion de camperol y quercetina.




27
IV RESULTADOS Y DISCUSION

El estudio biodirigido del extracto metandlico de la raiz de Cuphea pinetorum
Benth; usando la prueba de la determinacién de la actividad antiprotozoaria in
vitro contra Entamoeba histolytica y Giardla lamblia, condujo al alslamiento y
caracterizacion de dos flavonoles (camperol y quercetina), dos azlcares
(glucosa y sacarosa) y un polialcohol (manitol). EI camperol resulté ser el
compuesto con mayor actividad contra los trofozoitos Entamoeba histolytica y
Glardia lamblia. En el caso de [a quercetina solo resulté activo contra
Entamoeba histolytica. En la prueba de la determinacién de toxicidad contra
Artem/a salina ambos flavonoles mostraron actividad moderada. El rendimiento
de los compuestos aislados y los resultados de las actividades biologicas se
muestran en la Tabla 5. Ei extracto di6 resultado negativo para la presencia de
aicaloides.

La caracterizacion de los dos flavonoles aislados se realizd mediante el andlisis
de ios datos espectroscopicos y espectrométiicos. La identificacion de. los
azicares se hizé6 por cromatrografia en capa fina, utilizando reactivos
especificos de coloracion y estindares de referencia. A continuacion se
discuten las evidencias que permitieron identificar los constituyentes de Cuphea

pinetorum.
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Tabla 5.- Rendimiento y resultados de la actividad biolégica de los compuestos

aislados de Cuphea pinetorum.

Nombre Cantidad |% en relacién al Resultado del Bloensayo
Obtenida |pesoseco dela Clsolppm) DLso (ppm)
{mg) planta Eh Gl As

Quercetina | 22.6 0.0089 12,76 26,63 16.57

Camperol {15.3 0.0060 7.93 8,73 6.16

Eh = Entamoeba histolytica

Gl = Giardia lamblia

4.1.- IDENTIFICACION DE LOS COMPUESTOS AISLADOS.

4.1.1, Identificacion de camperol 3.

As = Artemia salina

El compuesto 3 de féljmula molecular C15 H100g establecida por espectrometria

de masas, se obtuvo como un solido amorfo de color amarillo oro, soiuble en

metanol y. DMSO. Sus constantes espectroscopicas y espectrométrlcas se

incluyen en la Tabla 6, El analisis global de los datos de |a Tabla 6 permitié

establecer que este solido era el flavonol, camperol 34-3538-38, Ei

comportamiento cromatografico en capa fina usando el sistema de elucion IV, el

reactivo especifico B y el espectro de U.V. indicaron en principlo que el

compuesto 3 era un flavonol 34-39,
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El espectro de RMNP en DMSQ-dg (Espectro 1), confirmé que se trataba de un
flavonol y en el se observaron las siguientes sefales: en 6§ 126 y 10.1 se
obsevaron dos sefiales para tres OH de naluraleza fendlica, la primer sefial es

caracteristica para un hidréxilo fenélico quelatado en la posicién 5 del anillo A.

5A
O_ 0
~N H\

Figura 7.- Hidréxilo fendlico quelatado,

Tamblén se observaron cuatro dobletes en. 7.98, 6.84, 6.37 y 6.13; las dos
sefiales a campo alto que Integran cada una para un protén, se observan como
un sistema AB facilmente asignable a los hidrégenos BA y 6A del anillo.
aromatico tetrasustituido.

HO 8"\ o)

6AN A
OH

Figura 8.- Anillo aromatico tetrasustituldo,
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Las dos sefiales restantes se observan como un sistema A, B, atribuible a los

hidrogenos, 28, 6B, 3B y 5B del anillo B del flavonol.

3B
H
28 A9

58

68
Figura 9. Anillo disustituido del flavonol,

El espectro de RMN13C (Espectro 2), mostré sefiales para trece carbonos, la
sefial a § 177,23 se asigno al carbonilo de la y pirona del anillo C; las senales
para los carbonos base de oxigeno 2C, 3C, 5A, 7A, 9A y 4B se ohservaron a §
144,90, 132,95, 161, 164.07, 156,20 y 159.83. Los carbonos réstanles se

asignaron por comparacion con los descritos en la literatura 35.38-39,

Figura 10.- Anillo aromatico C.
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Adicionalmente se preparé el derlvado acetilado y el metilado del compuesto 3
y estos se compararon mediante cromatografia en capa fina contra el derivado

acetilado y el metilado obtenido de una muestra auténtica de camperol.

Con base a los andllsis anteriores la estructura del compuesto 3 se establecio
como la del 5,7 4"trihidroxi-flavonol (camperol), el cual ha sido aislado

previamente de diversas fuentes naturales 40-48,
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Tabla 6.-Constantes espectroscépicas y espectrométricas de camperol 3,

P.M. :286.23

P.F, 276 -278°C

I. RYKBr (cm-1) :3354, 1658,1616,1508,1308, 1252, 1172, 818 y 640.

EMIE, m/z (%) :286(100)[M+], 285(36)[M+-1], 258(14), 121(44), 69(40),
65(30), 51(21) y 39(17).

RMNP :12.6(1H,s,0H-5A), 10.1(2H,5,0H-7A,0H-4B), 7.98(2H,d,

(DMS0-dg,5,300MHz) J=8, H-2B, H-6B), 6.84(2H,d,J=9,H-38B, H-58),
6.37(1H, d, J=2.1, H-8A), 6.13(1H,d,J=2.1,H-6A).

RMN13C :177.23(1C,C-4C), 164.07(1C,C-7A), 161(1C,C-5A),

(DMS0-ds,5,300MHz) 159.83(1C,C-4 B), 156.20(1C,C-8A), 144.90(1C,C-2C),
132.95(1C,C-3C), 130.65(2C,C-2B,C-6B), 121,05(1C,
C-1B),115.64(2C,C-38,C-5B),103.74(1C,C10A),
98.66(1C,C-6A) y 93.56(1C,C-8A).
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4.1.2. Identificacion de quercetina 24.

El compuesto 24 de férmula molecular C45H407 establecida por espectrometria
de masas, se obtuvd como un sdlido amorfo de color amarillo limon, soluble en
metanol y DMSO. Sus constantes espectroscopicas y espectrométricas se

incluyen en la Tabla 7.

El analisis global de los datos de 1a Tabla 7, permitio establecer que este sdlido
era el flavonol quercetina 34-35,38-38, Sy espectro de IR presenté méaximos de
absorcién para hidroxilos a 3404 cm*!, anillo aromatico a 1608 y a 1520 cm™!, y

para carbonilo de y - pirana a 1658 cm!.
Los espectros de UV. y de RMN en conjunto con elycomportam‘iento
, cromatografico al ser revelados con tricloruro de aluminio, permitieron también

, establecer que el producto natural era un flavonol.

Su especiro de masas presenté 16 unidades de masa mas que el del camperol,
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Los espectros de RMNP (Espectro 3) y de 13C resultaron muy similares a los del
camperol. La principal diferencia entre los dos compuestos fué el patron de
sustitucion del aniflo B, el cual se aprecié como un sistema ABX para un anillo
aromético frisustituido en § 7.69, 7.54 y 6.89. En el espectro COSY (Espectro 4),

se confirmd la correlacion de estos hidrogenos.

Figura 11.- Correlacion ABX del anilio aromatico trisustituido.

En RMN'3C (Espectro 5), los carbonos 1B, 2B, 3B, 4B, 5B y 6B del anillo
aromatico trisustituido aparecen a § 121.88, 114.99, 144.99, 147.60,115.52 y
119.88

Al igual que en el caso del compuesto 3 también se prepararén los derivados
acetilado y el metilado los cuales resultaron idénticos a los obtenidos a partir

de una muestra auténtica.

En resumen el andlisis anterior permitlé establecer la estructura del compuesto
24 como el 5, 7, 3, 4' - tretrahidroxi - flavonol (quercetina) la cual ha sido

aislada previamente en el laboratorio 4248,
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Tabla 7.- Constantes espectroscopicas y espectrométricas de quercetina

24,

P.M. :302.23

P.F. 1312-314°C

U.V, AMeOH 258y 375.

I.R.VKBr(cm-1) :3404,1658,1608,1520,1378,1310,1260,1198,1186,
1010, 824 y 600,

EMIE.m/z(%) :302(100)[M+], 301(29)[M+-1), 137(25), 69(59), 53(28),
44(15).

RMNP :7.69(1H,d,J=2.10,H-2B), 7.54(1H,dd,J=2.1 y 8.4,H-6B),

(DMSO0-ds,8,300MHz) 6.89(1H,d,J=8.4 H-5B), 6.41(1H,d,J=2,H-8A),
6.19(1H,d,J=2,H-6A).

RMN13C :175.80(1C,C-4C),163.77(1C,C-7A),160.6(1C,C-5A),

(DMS0-dg,5,300MHz) 156.02 (1C.C-9A),147.6(1C,C-4B).146.9(1C,C-ZC), |

144.99(1C,C-3B),135.53(1C,C-3C),121.88(1C,C-1B),
119.88(1C,C-6B),115.52(1C,C-58B),114.99(1C,C-28B),
102.94(1C,C-10A),98.11 (1C,C-6A) y 93.25 (1C,C-8A).
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4.1.3.- Indentificacion de glucosa 22, sacarosa 23 y manitol 15.

La identificacion de estos compuestos se hizo por cromatografia en capa fina

empleado los sistemas de elucion Il y IV, y el agente revelador especifico E;

comparando contra estandares.

H20H

?H;;OH
HU‘ZH
HO?H

H(fOH
H‘fOH

| CH,0H

15

H,OH
0 CHiOH
H H
HO 0 CH,0H
OH  oH

23

Figura 12.- Compuestos identificados de la fraccion combinada 1-3 de la

columna |l (22y 23 ) y de la fraccién combinada F-3 (15 ).
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V RESUMEN Y CONCLUSIONES.

El estudio biodirigido del extracto metanélico de {a raiz de Cuphea pinetorum
permitid la caracterizacion de cinco compuestos: dos flavenoles (camperof y
quercetina), dos aztcares (glucosa y sacarosa) y un poliaicohol (manitol). De
los dos flavonoles aislados (quercetina y camperol), el camperol resultd ser el
responsable de la actividad antiprotozoaria observada en el extracto metandlico
original,

El camperol también resulta ser el compuesto mas toxico para Artemia salina.

La quercetina sélo mostré actividad contra Entamoeba histolytica,

Sin intentar establecer una posible relaclon de estructura-actlvidad entre los dos
flavonoles alslados, se demostré que para las actividades evaluadas en esta
investigacion, es imporiante el nimero de hidréxilos en el anillo B; ya que al
disminuir el nimero de hidroxilos (de dos a uno), se ohservo un incremento en

las actividades ( antlamibiana, antigiardia y toxicidad para la Artem/a salina).

La metlodologia empleada permitio cblener compuestos con actividad
antiprotozoaria de Cuphea plnetorum. o5 resultados obtenidos en cuanto a
los compuestos obtenidos en este estudio y los aislados en algunas especies de

Cuphea sp y Cuphea balsamona son consistentes.

Los resultados obtenidos en este estudio sustentan en parte los beneficios que
se le atribuyen a Cuphea plnetorum en el tratamiento de las diarreas con

sangre y moco por los pobladores de los altos de Chiapas.

i
1
%
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