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1. ANTECEDENTES

1.1 Género Hydrangea

El género Hydrangea mejor conocido como hortensia, pertenece a la familia
Hydrangeaceae. Las especies pertenecientes a este género tienen un gran valor
ornamental debido a que sus flores son muy vistosas y hermosas, lo que ha
promovido su cultivo y propagacion en jardines e invernaderos (McClintock, 1957;
Cerbah et al., 2001). Este género cuenta con alrededor de 73 especies que se
distribuyen principalmente en las regiones templadas y subtropicales de Asia
oriental y el este de Norte América asi como en Centro y Sudamérica (Figura 1)
(McClintock, 1957). Hydrangea tiene una presencia muy importante en la
Republica Popular China en donde se encuentran alrededor de 43 especies y 10
variedades. El género no solo se utiliza con fines decorativos, ya que algunas
especies poseen propiedades medicinales como es el caso de H. paniculata y H.
macrophylla, que se usan en la medicina tradicional China. La primera de ellas
reduce la fiebre, alivia el dolor de garganta, y ambas tratan la malaria. La segunda
se usa en afecciones del corazon (taquicardia, espanto) y disforia (Shi et al., 2012;
2014; Liang et al., 2013; Wynn y Fougére, 2007; Moran et al., 2013).
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Figura 1. Distribuciéon mundial del género Hydrangea. (Tomada de McClintock, 1957).
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1.2 Hydrangea seemannii L. Ryley

H. seemannii es una especie que se encuentra restringida a la Republica
Mexicana, localizandose en los estados que abarcan la regién de la Sierra Madre
Occidental. Se distribuye principalmente en la zona denominada “Rancho de
Guadalupe”, entre Mazatlan y Durango, asi como en los estados de Chihuahua y
Nayarit (Figura 2). Es comun verla crecer en las escaladas de las barrancas y en
los enraizamientos de arboles viejos (McClintock, 1957; Tropicos, 2014; SF, 2014).

Figura 2. Distribucion geografica en México de la especie Hydrangea seemannii.

Se caracteriza por ser una enredadera de hojas perennes grandes
dentadas coridceas, verde brillante oscuro. Florece a mediados y finales del
verano dando flores grandes y perfumadas, blancas crema (SF, 2014). Las flores
incluyen dos tipos: aquellas que son estériles y tienen pedunculo largo (Figura 3b)
y las flores verdes, que son fértiles y sin pétalos (Figura 3a). Por lo que respecta a
sus usos medicinales, de acuerdo con versiones del Dr. Robert Bye del instituto
de biologia UNAM (IB-UNAM), la especie es utilizada para el tratamiento de la

diabetes en el estado de Chihuahua.
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Figura 3. a) Hojas y b) flores de H. seemannii.
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1.3 Antecedentes quimicos de H. seemannii

El primer y reciente estudio quimico realizado por Aguilar (2013) con la
infusion obtenida de las partes aéreas secas de H. seemannii permitié el
aislamiento y la caracterizacion de 10 compuestos de tipo fendlico, identificados
como la quercetina (1), tres derivados glicosilados de la quercetina (2-4) el
camperol (5), dos derivados glicosilados del camperol (6 y 7) y los tres restantes
corresponden al acido clorogénico (8) y dos derivados del acido cafeoilquinico
(9 y 10) (Aguilar, 2013) (Figura 4). También en este mismo estudio se establecio el
perfil cromatografico por UPLC de la infusion en el que se detecto6 la presencia de
los flavonoides (1-7) previamente aislados y de los derivados del &cido
cafeoilquinico (9 y 10) como los componentes mayoritarios presentes en la

infusion, permitiendo establecer la importancia de este grupo de compuestos en la

infusion.

Compuesto R1 Rz Rs
R, Quercetina (1) OH OH H
Isoquercetina (2) OH OH B-D-glucésido

3-0-B-L-arabinopiranésido (3) OH OH B-L-arabinopiranésido
de quercetina

Rutina (4) OH OH Rutinésido
Camperol B) H OH H
Astragalina 6) H OH B-D-glucosido
Nicotiflorina (7 H OH Rutinésido
HOOC  OH o
Ho |
X CHj4
R Cafeoil =
R, 0" X ORg HO
ORs
R4 Rs Rs
8 H H Cafeall
9 H Cafeoil Cafeoil
10 Cafeail H Cafeoil

Figura 4. Compuestos aislados de H. seemannii.
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1.4 Antecedentes Farmacologicos

Los estudios farmacoldgicos realizados por Brindis en el 2011 y por Aguilar
en el 2013 sobre H. seemannii estuvieron encaminados a establecer la inocuidad y
validar su potencial como antidiabético. En cuanto a su inocuidad se demostro,
mediante la aplicacion del método de Lorke, que el extracto integro (CH,Cl,-MeOH
1:1) y la infusién de la planta no fueron téxicos (Presentando una toxicidad aguda
mayor a 5 g/kg de peso) confirmando la seguridad de estos extractos.

Por lo que respecta a su actividad antidiabética, se realizaron estudios
conducentes a establecer el efecto antihiperglucémico de la planta mediante los
ensayos de tolerancia a la glucosa y a la sacarosa, utilizando el extracto organico
y la infusion en animales sanos y diabéticos. Primeramente, en los experimentos
de tolerancia a la glucosa en animales diabéticos, el extracto organico inhibié de
manera significativa la aparicion del pico posprandial a las dosis de 100 y 500
mg/kg y la infusién a las dosis de 31.6 y 56.2 mg/kg, por lo que presentaron una
actividad antihiperglucémica importante. Por otra parte, en los estudios de
tolerancia a la sacarosa el extracto organico en animales diabéticos demostré una
disminucién significativa de los niveles de glucosa en sangre a las dosis de 31.2 y
100 mg/kg y la infusion a todas las dosis ensayadas. El efecto de este ultimo
preparado a la dosis evaluada de 316 mg/kg fue similar al del control positivo
(acarbosa). Estos resultados permitieron establecer la actividad antihiperglucémica

de la especie.

Enseguida, con la finalidad de demostrar si el efecto antihiperglucémico era
debido a la inhibicibn de las enzimas a-glucosidasas, se efectuaron ensayos
enzimaticos de la fraccidén organica primaria obtenida por reparto con AcOEt y de
la fraccion acuosa de la infusion. Se observo, que solo la fraccion organica inhibié
la actividad de las a-glucosidasas de levadura. La presencia de los flavonoides en
la fraccion de AcOEt, asi como de los derivados del acido cafeico previamente
descritos (vide supra) y aislados de esta fraccion permiten corroborar esta
actividad, ya que todos ellos tienen propiedades reportadas como inhibidores de

las a-glucosidasas (Aguilar, 2013).
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1.5 Laimportancia de los flavonoides para la salud humana

Los flavonoides son compuestos polifendlicos de biogénesis mixta,
sintetizados a partir de las rutas del acido siquimico y acetato malonato. Contienen
un esqueleto hidrocarbonado triciclico denotado como A, B, C y se representan
con la formula Ce-C3-Ce. Tienen en comun el nucleo de flavano (Figura 5) el cual
puede tener diversos sustituyentes. Es el grupo de metabolitos secundarios mas
numeroso en la familia de los polifenoles y se encuentran en todo el reino vegetal
estando presentes especialmente en la epidermis de las hojas y la piel de los
frutos (Crozier et al., 2009; Verri et al., 2012). Estan clasificados en seis sub-
grupos que son principalmente los flavonoles, las flavonas, los flavan-3-oles, las
antocianidinas, las flavanonas, y las isoflavonas. Los seis sub-grupos restantes
tienen una distribuciéon menor y son los dihidroflavanoles, los flavan-2,4-dioles, las
cumarinas, las chalconas, las dihidrochalconas y las auronas. (Corradini et al.,
2011; Tanwar y Modgil, 2012). La mayoria de los flavonoides existen en la

naturaleza como derivados glicosilados (Crozier et al., 2009; Verri et al., 2012).

Esqueleto flavonoide

O o O o C o O o+\ O
| O | O C
OH on Z > on
o) (]

Flavonol Flavona Flavan-3-ol Antocianidina
o
o “\\\~© O | l o O o O
OH OH
o o OH
Flavanona Isoflavona Dihidroflavonol Flavan-3,4-diol
(o} O
(o] (o]

Cumarina Chalcona Dihidrochalcona Aurona

Figura 5. Subfamilias de flavonoides (Clifford, 2009). 6
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Las funciones biolégicas que desempeiian dentro de la naturaleza son
variadas y muy importantes, ya que protegen a las plantas contra fitopatdgenos
actuando principalmente como fitoalexinas (Corradini et al.,, 2011). Son
importantes moléculas de sefializacién en multiples eventos fisiologicos como son:
el transporte de auxinas en la planta y la fertilidad de la misma, esto debido a que
la coloracion que proporcionan a las flores funciona como una sefal visual que
atrae a los polinizadores; también protegen a las células de las hojas de la foto-
oxidacion (Tanwar y Modgil, 2012) e incrementan el reciclaje de nutrientes,
distribuyéndolos a otros tejidos de la planta durante la senescencia.

La importancia de los flavonoides para los humanos se remonta a la década
de 1920, cuando fueron descritos por primera vez como compuestos promotores
de la salud. En ese periodo también las vitaminas se estaban descubriendo y en
1936 los flavonoides se denominaron como la vitamina P (Weseler y Bast, 2012).

Para la década de los 80’s, el conocimiento sobre los radicales libres como
especies perjudiciales para toda clase de biomoléculas (acidos grasos, proteinas,
carbohidratos, y acidos ribonucleicos), y estructuras celulares (membranas,
enzimas o receptores) permitieron determinar la importancia de los flavonoides
como agentes antioxidantes que es la propiedad mas descrita y documentada
para estos compuestos (Corradini et al., 2011; Unnikrishnan et al., 2014; Tanwar y
Modgil, 2012; Verri et al., 2012; Weseler y Bast, 2012).

Actualmente, a los flavonoides también se les atribuyen propiedades anti-
inflamatorias, antialérgicas, hepatoprotectoras, antitromboéticas, antivirales y
anticancerigenas por mencionar a las més importantes (Chen y Chen, 2013).
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2. JUSTIFICACION

Hydrangea seemannii es una enredadera que habita esclusivamente en
algunos estados del norte de nuestra pais y que de acuerdo a versiones del Dr.
Robert Bye y la M. en C. Eldemira Linares, investigadores del IB-UNAM, es
utilizada en el estado de Chihuahua como infusion para el tratamiento de la
diabetes. Los estudios farmacoldgicos realizados hasta la fecha han permitido
demostrar su potencial hipoglucemiante y antihiperglucémico, lo que valida el uso
de esta especie en las practicas médicas tradicionales de nuestro pais. Por otra
parte, los estudios quimicos realizados sobre los extractos (acuoso y organico) y
fracciones activas, han permitido aislar y caracterizar a varios flavonoides y
derivados del acido cafeiolquinico. Con este primer y Unico estudio quimico
realizado con la planta, ademas de un perfil cromatografico generado por UPLC de
la fraccion activa de AcCOEt, se pudo determinar el elevado contenido de
metabolitos de tipo flavonoide. Todos estos metabolitos reportados a la fecha para
la planta presentan propiedades hipoglucemiantes y antihiperglucémicas
importantes (Aguilar, 2013), por lo que representan, junto con los derivados del

acido cafeoilquinico, los principios activos y/o posibles marcadores de la especie.

La presencia de estos compuestos en plantas medicinales y/o alimentos,
como se describi6 en los antecedentes, es importante debido al efecto multimodal
gue ejercen sobre diferentes patologias. Por lo anterior es de importancia realizar
su busqueda, asi como aislarlos y caracterizarlos a partir de diferentes especies

vegetales.
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3. OBJETIVO GENERAL

Realizar la reinvestigacion quimica de las partes aéreas de la especie
medicinal H. seemannii, y aislar los flavonoides adicionales con la finalidad de

contribuir al conocimiento de la composicion quimica de la planta
3.1 Objetivos particulares
v' Preparar la infusion y obtener por particion la fraccion activa de AcOEt en

cantidades suficientes para poder fraccionarse.

v' Realizar el fraccionamiento de la fraccion de AcOEt mediante el uso de
métodos cromatograficos convencionales con la finalidad de aislar al menos

dos flavonoides adicionales.

v Elucidar las estructuras quimicas de los compuestos aislados mediante la

aplicaciéon de métodos espectroscopicos y espectrométricos.
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4. DESARROLLO EXPERIMENTAL
4.1 Material vegetal

Las partes aéreas de la especie vegetal H. seemannii procedentes de la
comunidad de San Rafael, Chihuahua, fueron recolectadas y proporcionadas por
el Dr. Robert Bye, investigador en el Instituto de Biologia de la UNAM (IB-UNAM).

Un ejemplar de referencia se depositd en el Herbario Nacional (MEXU,
namero de voucher Bye & Linares 35130). El material vegetal fue sometido a un
proceso de desecacion a temperatura ambiente por ocho dias y posteriormente
fragmentado (tamafio de malla: 2 micras) en un molino de cuchillas Willey

modelo 4.
4.2. Procedimientos generales
4.2.1 Analisis cromatograficos

Los andlisis cromatograficos en capa delgada (CCD) se realizaron
utilizando placas de aluminio de diferentes dimensiones, recubiertas con una capa
de gel de silice de 0.25 mm de espesor (60 F2s4 Merck). Los sistemas de elucién
utilizados fueron diversas mezclas entre AcOEt, MeOH y H,0 (85:12:3; 80:15:5) .

La visualizacion de las placas se realizé mediante luz UV (A de onda corta,
254 nm y A de onda larga, 365 nm). Posteriormente, se revelaron mediante el uso
de los agentes cromogenos sulfato cérico amoniacal en H,SO, y tricloruro de

aluminio al 1% en etanol.

La cromatografia en columna abierta (CCA) se realizé en columnas de
vidrio de diferentes capacidades, empacadas con Sephadex LH-20 (Pharmacia)
utiizando mezclas de acetona y/o metanol como fase moévil en diferentes

proporciones.

4.2.2 Determinacion de las constantes espectroscopicas Yy

espectrometricas

Los espectros de Resonancia Magnética Nucler Proténica (RMN-'H) y de
carbono-13 (RMN-'3C), asi como los espectros de RMN bidimensionales

homonucleares COSY (Correlated Spectroscopy), NOESY (Nuclear Overhauser

10
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Effect Spectroscopy) y heteronucleares HMBC (Heteronuclear Multiple Bond
Connectivity) y HSQC (Heteronuclear Single Quantum Correlation), se registraron
en un aparato Varian Unity INOVA, operados a una radiofrecuencia de 400 MHz
para '*H y 100 MHz para *C. Los espectros se realizar6n en metanol deuterado
(MeOD); los desplazamientos quimicos (d) se expresan en unidades de ppm y son
referidos al tetrametilsilano (TMS) utilizado como estandar interno. Los espectros
en el infrarrojo se obtuvieron mediante el método FTIR por reflectancia ATR en un
espectrometro Perkin Elmer 599. Los espectros de masas se registraron en un
espectrometro de masas JEOL SX 10 utilizando como método de ionizacidon
bombardeo rapido de atomos (MS-FAB) en modo positivo y como matriz alcohol
nitrobencilico (ANB).

4.3 Preparacion de la infusion y estudio quimico.

La infusion de las partes aéreas secas y molidas de la especie vegetal H.
seemannii se obtuvo a partir de 4 gramos de material vegetal y 100 mL de agua
destilada caliente (aprox. 70 °C). Posteriormente se filtrg, y el filtrado se someti6 a
un proceso de reparto con acetato de etilo (AcOEt, 3 x 100 mL). Las fracciones
organicas resultantes se combinaron y se secaron sobre Na,SO, anhidro y se
concentraron al vacio. Este proceso se repitid hasta la obtencion de 10.3001 g
(25.8 %) de la fraccion primaria de AcOEt.

4.3.1 Fraccionamiento cromatogréafico de la fraccién organica

La fraccion de AcOEt (10.3001 g) se someti6 a un fraccionamiento
secundario por cromatografia en columna abierta sobre Sephadex LH-20
utilizando metanol como eluyente. Este proceso generd 155 fracciones de 5 mL
cada una, las cuales fueron analizadas mediante CCD y combinadas de acuerdo a
su similitud cromatografica, dando como resultado doce conjuntos de fracciones
(F1 a F12) (Tabla 1). En la figura 6 se resume el proceso de extraccion y

fraccionamiento de las partes aéreas de H. seemannii.

11
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Tabla 1. Fraccionamiento de la fraccion de AcOEt obtenida a partir del extracto acuoso de
H. seemannii

Fracciones combinadas Clave Peso (g)

1-21 F1 0.3751
22-65 F2 4.3446
65-85 F3 0.8890
86-90 F4 0.3437
91-94 F5 0.3334
95-105 F6 0.8890
106-109 F7 0.2113
110-115 F8 0.2324
116-125 F9 0.5876
126-132 F10 0.1441
133-145 F11 0.1228
146-155 F12 0.0296

Partes aéreas secas y molidas de H. seemannii
(4.0 g)

1. Infusion en 100 mL de agua destilada
2. Filtracion rapida

W

W
Residuo vegetal
(descartar)

Extracto acuoso

Reparto, AcOEt {3x100 mL)

W W
Fase acuosa
(descartar)

Fase organica

1. Secar sobre Naz504
2. Concentrar al vacio
W
Extracto organico
(10.3001 g)

CCA, Sephadex LH-20 (MeOH)

J | !

F1-F5 Fe-F9 F10-F12

Figura 6. Proceso de extraccién y fraccionamiento de las partes aéreas de H. seemannii.

12



DESARROLLO EXPERIMENTAL

4.3.2 Fraccionamiento terciario de la fraccion F9

La fraccion F9 (Tabla 1; 0.5876 g) se sometio a un fraccionamiento terciario
mediante CCA sobre Sephadex LH-20 (MeOH-H,O, 85:15) para obtener 75
fracciones de cinco mL cada una. Estas fracciones se reunieron por su similitud
cromatografica mediante analisis por CCD, obteniéndose 8 conjuntos de

fracciones (Tabla 2).

Tabla 2. Fraccionamiento cromatografico de la fraccién F9.

Fracciones combinadas Clave Peso (g)

1-10 F9-1 0.1014
11-22 F9-2 0.2568
23-25 F9-3 0.0345
26-28 F9-4 0.0456
29-30 F9-5 0.0267
31-33 F9-6 0.0234
34-50 F9-7 0.0190
51-75 F9-8 0.0187

4.3.3 Aislamiento de la juglalina (11) y del hiperésido (12)

La fraccién F9-2 (Tabla 2; 256.8 mg) se sometié a una recromatografia en
columna abierta (CCA) sobre Sephadex LH-20, utilizando como eluyente una
mezcla de MeOH-H,0 (85:15), obteniéndose 80 fracciones de tres mL cada una.

Estas se analizaron por medio de CCD y se reunieron segun su similitud
cromatografica (Tabla 3). Al final de este proceso se obtuvieron seis fracciones
cuaternarias (F9-2-1 a F9-2-6). Enseguida la fraccién F9-2-2 (Tabla 3; 90.8 mg) se
sometio a otro fraccionamiento mediante CCA sobre Sephadex LH-20, utilizando
MeOH como eluyente. De este proceso se obtuvieron 70 fracciones

de 3 mL cada una.

Cada fraccion se analizé cuidadosamente mediante CCD y se reunieron por
su similitud (Tabla 4), para obtener finalmente diez conjuntos de fracciones
(F9-2-2-1 a F9-2-2-10). De la fraccion F9-2-2-3 precipitaron de manera
espontanea 15.0 mg del Hiperdsido (12). La fracciéon F9-2-2-7 (Tabla 4; 27.1 mg)
se reconstituyd en (CH3),CO-MeOH y se sometié a una CCA sobre Sephadex LH-
20 utilizando una mezcla de (CH3),CO-MeOH (50:50).
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Este proceso cromatografico permiti6 la obtencibn de 50 fracciones,
reunidas de acuerdo a su similitud cromatogréfica en cinco grupos (F9-2-2-7-1 a
F9-2-2-7-5) (Tabla 5).

En la fraccidn F9-2-2-7-1 precipitaron de manera espontanea 10.0 mg de la
Juglalina (11). En la figura 7 se resume el proceso de aislamiento de los

compuestos 11y 12 a partir de la fraccion F9-2.

Tabla 3. Fraccionamiento cromatografico de la fraccién F9-2.

Fracciones combinadas Clave Peso (mg)

1-4 F9-2-1 20.1
5-23 F9-2-2 90.8
24-30 F9-2-3 10.0
31-41 F9-2-4 35.4
42-53 F9-2-5 36.8
54-80 F9-2-6 24.5

Tabla 4. Fraccionamiento cromatogréfico de la fraccién F9-2-2.

Fracciones combinadas Clave Peso (mg)
1-25 F9-2-2-1 6.5
26-33 F9-2-2-2 6.8
34-36 F9-2-2-3 15.0
37-39 F9-2-2-4 15
40-41 F9-2-2-5 2.0
42-45 F9-2-2-6 4.0
46-56 F9-2-2-7 27.1
57-59 F9-2-2-8 5.0
60-61 F9-2-2-9 7.6
62-67 F9-2-2-10 2.5
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Tabla 5. Fraccionamiento cromatografico de la fraccion F9-2-2-7

Fracciones combinadas

Clave Peso (mQ)

1-25
26-33
34-36
37-39
40-41

F9-2-2-7-1
F9-2-2-7-2
F9-2-2-7-3
F9-2-2-7-4
F9-2-2-7-5

10.0
4.3
3.4
3.6
4.5

F9-2
(256.8 mg)

CCA, Sephadex LH-20 (MeOH-Hz0, 85:25)

k.

v

l

7-2a7-5

F9-2-1 F9-2-2 F9-2-3 F9-2-4 F9-2-5 F9-2-6
(90 mg)
CCA, Sephadex LH-20 (MeOH)
l | l |
2-2-1a2-2-2 2-2-3 2-2-42a2-2-6 3 ‘2" 7 2-2-8 2 2-2-10
{27.1 mg)
CCA, Sephadex LH-20 (MeOH-(CH3)2C0, 50:50):
(12) , y
(15 mg) 7-1
| (11)
(10 mg)

Figura 7. Aislamiento de la juglalina (11) y del hiperdsido (12) a partir de la fraccion F9-2
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

La especie vegetal Hydrangea seemannii se seleccion6 para este proyecto
primeramente considerando el criterio etnomédico de preseleccion de materias
primas, ya que la especie se usa para tratar la diabetes y por otra parte,
considerando las investigaciones quimicas y farmacolégicas previamente
realizadas por Brindis (2011) y Aguilar (2013), en donde con base a los resultados
obtenidos, comprobaron que la infusion de H. seemannii y la fraccion de AcOEt,
obtenida por particion de la infusion, tienen una actividad hipoglucemiante y
antihiperglucémica relevante. Ademas Aguilar (2013) evidencio que es una fuente

potencial de principios activos, de tipo flavonoide.

En este capitulo se describen los resultados obtenidos del estudio quimico
realizado con la fraccion activa de AcOEt. Este fraccionamiento condujo al
aislamiento de dos flavonoides glicosilados (11 y 12) (Tabla 6). La determinacién
de sus estructuras moleculares se realiz6 mediante la aplicaciéon de métodos
espectroscopicos y espectrométricos. A continuacion se detalla la elucidacién
realizada para caracterizar a los compuestos aislados, que permitié proponer la

estructura molecular de los flavonoides obtenidos.

Tabla 6. Compuestos aislados de la fraccion activa de AcOEt.

Compuesto Rendimiento Compuesto Rendimiento
(% en peso seco) (%en peso seco)

0.025 % 0.0375 %

OH

OH
Juglalina (11) Hiperdsido (12)
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5.1. Elucidacion estructural de la juglalina (11)

El compuesto 11 se aisl6 como un soélido amarillo, soluble en metanol. Su
formula molecular fue establecida como CyH;15010, cOn base en el espectro de
masas FAB positivo.

En el espectro en el IR se observan las bandas de absorcion caracteristicas
para OH en 3356 cm™, para carbonilo de una y-pirona en 1649 cm™y para grupos
fenilos en 1562 cm™.

Los espectros de RMN permiten determinar que se trata de un flavonoide
glicosilado de acuerdo con el siguiente analisis:

El espectro de RMN-'H presenta en la regién aromatica cuatro sefiales, dos
dobletes (sistema AB) para los protones del anillo A (H-6, 6 6.17 y H-8, & 6.35,
ambas con J = 2.0 Hz), debido a un acoplamiento meta y dos dobletes (sistema
AA’BB") para los protones del anillo B (H-3'/ H-5' 6 6.92 y H-2'/ H-6', 6 8.07, ambas
con J = 8.8 Hz) debido a un acoplamiento de tipo orto. Todas estas sefiales son
caracteristicas de la aglicona de camperol (5) (Figura 8). Por otra parte, la regién
media del espectro muestra una sefal para un proton anomeérico en & 5.19 (H-1",
d, J =6.4 Hz) y en la regién entre 6 3.93 y 4 3.40 las sefales integran para cinco
protones, que corresponden a tres metinos del residuo de azucar (H-2", H-3" y H-
4") y un metileno (H-5a" y H-5b") (Figura 9).

2’6’ 5

q"
g 6

L |- UL L

?.ID 6:5 EjO I SI,D

9.5 2.0 B35 8.0 5

Residuo de sac:’q'ido

A '\I

5.5 4.5 4.0 35 3.0 25 2.0
f1 (ppm})

Figura 8. Espectro de RMN-'H (MeOD, 400 MHz) del compuesto 11.
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05 4.00 355 390 385 3.80 375 370 3,65 3.60 3.55 3.50 3145 340 335 330
f1 (ppm)

Figura 9. Regi6n en el espectro de RMN-"H del residuo de aziicar y constantes de acoplamiento.

Este conjunto de cinco sefales, junto con H-1" correlacionan en el espectro
COSY generando los cuadros de conectividad que permiten determinar al proton
vecinal correspondiente a lo largo de todo el residuo de sacarido (Figura 11). La
constante de acoplamiento entre el proton anomérico H-1" y H-2" (J= 6.4 Hz) asi
como entre H-2" y H-3" (J= 8.2 Hz) indican que estos protones estdn en posicion
axial-axial, y las constantes pequefias entre los protones H-3", H-4" y H-4", H-5a"
(ambas de J =3.2 Hz) indican que H-4" esta en posicidn ecuatorial; este analisis
permite determinar la configuraciéon a de una arabinopiranosa (Figura 10). Esta
configuracion se confirma al observarse las correlaciones espaciales en el

espectro NOESY entre el proton anomérico H-1"y H-3" (Figuras 10 y 12).

Q o
HO R HO H
OH
H H H OH OR
a-configuracion de L-arabinosa B-configuracion de L-arabinosa.

Figura 10. Correlaciones NOESY entre H-1" y H-3" para el sacarido de L-arabinopiranosa.
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Figura 11. Espectro COSY del compuesto 11.
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Figura 12. Espectro NOESY del compuesto 11.
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El espectro de RMN-'3C presenta sefiales para 18 4tomos carbonos (Figura
13), lo cual indica la presencia de dos sefiales equivalentes que corresponden a
los carbonos 2'y 6' (6 132.2) asi como 3'y 5' (6 116.3) del anillo B. En la regién
entre 6 169.3 y 6 158.4 se observa la presencia de cinco carbonos cuaternarios
base de oxigeno, de los cuales cuatro corresponden a los carbonos aroméaticos del
nacleo de la flavona (C-5, C-7, C-9 y C-4") y uno al carbono C-2 que pertenece al
sistema alfa,beta-insaturado del anillo C. Las cinco sefiales observadas entre

d 80-8 60 corresponden al residuo de azucar.

15.0 104.5 104.

T T T T T T T
120 110 100 90 80 70 60

T T T T T T T T
200 190 180 170 160 150 140 130
f1 (ppm)

Figura 13. Espectro RMN-"*C (MeOD, 400 MHz) del compuesto 11.

Finalmente, la ubicacion de la arabinopiranosa en la aglicona de camperol
(5) se pudo determinar mediante el experimento HMBC, en donde se observa la
correlacion entre H-1" y el carbono C-3. Otra correlacion importante en el espectro
de HMBC es la que presentan H-1" y el C-5", confirmando la presencia del anillo

de pirano de la arabinopiranosa (Figura 14).
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Figura 14. Espectro HMBC del compuesto 11.

11

De acuerdo con este andlisis y mediante la comparacién de los datos
espectroscopicos se determiné que la estructura del compuesto aislado
corresponde al 3-O-a-L-arabinopiranésido de camperol el cual se conoce
comunmente como la juglalina (11) (Wang et al., 2007; Lin et al., 2011).

La presencia de este compuesto no ha sido reportada hasta la fecha para la

especie H. seemannii ni para el género Hydrangea.
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Por lo que respecta a su actividad farmacolégica, se ha reportado que 11
presenta una actividad antioxidante moderada (Wang et al., 2007; Pietta, 2000;
Rice-Evans et al., 1996; 1997). Lin y colaboradores (2011) reportaron que este
metabolito mostr6 una actividad inhibitoria moderada en comparacién con la
acarbosa, cuando se evalu6 contra la enzima a-glucosidasa tipo 1V extraida de la

bacteria Bacillus stearothermophilus.

5.2 Elucidacion estructural del hiperdsido (12)

El compuesto 12 se aislé como un sdlido amarillo, soluble en metanol. Su
formula molecular fue determinada como C,;H20012, con base en el espectro de
masas FAB positivo.

En el espectro de IR se observan las bandas de absorcion caracteristicas
para OH en 3278 cm™, para carbonilo de una y-pirona en 1650 cm™y para grupos
fenilos en 1553 cm™.

Los espectros de RMN resultaron muy similares a los registrados para el
compuesto 11. En el espectro de RMN-'H, en la regién de los aromaticos, se
detecta un sistema de tipo ABX que integra para tres hidrégenos y que
corresponde a los protones H-2' en 6 7.85 (d, J = 2.1 Hz), H-6'en 6 7.58 (dd, J =
2.1, 8.5 Hz) y H-5' en 6 6.86 (d, J = 8.5 Hz) del anillo B. Se observa también un
sistema de tipo AB que corresponden a los hidrégenos del anillo A en 8 6.40 (d, J
= 2.1 Hz) y 6 6.18 (d, J= 2.1 Hz). Este patron de sustitucion corresponde a la
quercetina (Figura 15). El hidrégeno anomérico aparece en § 5.18 y presenta una
constante de acoplamiento grande (J= 7.8 Hz) indicando que este proton se
encuentran en posicion axial-axial con respecto a 2” lo que permite establecer una
configuracion . La identidad del sacarido se pudo determinar primeramente a
partir de las correlaciones observadas en el espectro COSY (figura 18) y por otra
parte con respecto a las constantes de acoplamiento calculadas principalmente
para el H-4" (figura 16). Este protdn presenta una constante de acoplamiento chica

(J c.a. 3 Hz) lo que indica que se encuentra en una posicidn ecuatorial-axial con
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respecto a los hidrégenos vecinales, permitiendo determinar que el sacéarido se
trata de la B-D-galactosa.

El espectro de RMN **C (Figura 17) presenta sefiales para 21 carbonos y se
observan los valores de desplazamiento caracteristico para la galactosa y la

aglicona de la quercetina (1).

> 5 . Residuo de sacirido
8 g 1 ‘_l_\
6!
7:5 73) 6:5 a.ll) s:u 4:5 4.'0 3:5 3:0

5.5
1 (ppm)

Figura 15. Espectro de RMN-'H (MeOD, 400 MHz) del compuesto 12.
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Figura 16. Region en el espectro de RMN-"H del residuo de az(car y constantes de acoplamiento.
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Figura 17. Espectro RMN-"*C (MeOD, 400 MHz) del compuesto 12.
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Figura 18. Espectro COSY del compuesto 12.
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De acuerdo a este andlisis y por comparacion de sus datos
espectroscopicos se determiné que la estructura del compuesto 12 corresponde al
3-0O-B-D-galactosido de quercetina el cual se conoce comunmente como
hiperdsido (12).

La presencia de este compuesto se ha reportado para otras especies del
genero Hydrangea, sin embargo, para H. seemannii es el primer reporte que se
hace hasta la fecha.

Este metabolito presenta una actividad inhibitoria de la dipeptidil peptidasa
IV la cual es una enzima que se distribuye en varios tejidos y se encarga de
metabolizar al péptido-1 similar al glucagon (GLP-1) y al polipéptido inhibidor
gastrico (GIP) disminuyendo los niveles de glucosa posprandial, lo cual se
presenta como otra excelente alternativa para el tratamiento de la diabetes
(Eidenberger et al., 2013; Zhai et al., 2013). También se sabe que el compuesto
12, tiene un efecto inhibitorio sobre la enzima PTPB1 (proteina tirosina fosfatasa
1B), la cual se encuentra asociada también con la DM2. (Zhai et al., 2013).
Adicional a la actividad antidiabética, también se ha reportado que 12 presenta
una actividad antidepresiva (Jakobs et al., 2013) y antialérgica importante (Han et
al., 2013).
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Tabla7. Datos de RMN de 'Hy **C de los compuestos 11y 12.
11 12
Oc oy (Jen Hz) Oc Oy (Jen Hz)
2 1584 158.8
3 1354 135.7
4 179.2 179.5
5 1629 163.0
6 100.9 6.17 (d, 2.0) 99.9 6.20 (d, 2.0)
7 169.3 166.2
8 955 6.35(d, 2.0) 947 6.40 (d, 2.1)
9 158.7 158.5
10 104.7 105.6
1' 122.6 122.9
2 1322 8.07(d, 8.8) 117.8 7.83(d, 2.21)
3 1163 6.90 (d, 8.9) 145.8
4" 161.7 149.9
5 116.3 6.90(d, 8.9) 116.1 6.86 (d, 8.5)
6 132.2 8.07(d, 8.8) 122.9 7.58 (dd, 8.4, 2.2)
1" 1046 5.11(d, 6.4) 1054 5.16(d, 7.7)
2" 72.8 3.9(dd, 6.4, 8.9) 73.2 3.81(dd, 7.9, 9.8)
3" 741 3.65(dd, 3.2,8.3) 751 3.54-3.52 (m)
4" 689 3.81-3.80 (m) 70.0 3.84(d, 3.6)
5" 667 a:3.45(dd, 3.2, 13.2) 772 3.47 (dd, 6.4, 6.4)
b: 3.81-3.78 (M)
6" 61.9 a:3.63(dd, 6.0, 11.0)

b: 3.57-3.55 (m)
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5.3 Identificacion por CCD de los flavonoides aislados de H. seemannii

De manera adicional se obtuvo un cromatograma en capa delgada (CCD)
de la fraccion de AcOEt y compuestos aislados. Se utilizaron cromatoplacas de gel
de silice de HPTLC (High Performance Thin Layer Chromatography, por sus siglas
en ingles) y como agente revelador AICl; y luz UV (254 nm). Los estandares
seleccionados fueron los compuestos 1-6. Los resultados obtenidos se pueden ver
en las figuras 19a y 19b. En la Figura 19a, la cromatoplaca se revel6 con AICl3 y
se puede ver la fluorescencia caracteristica generada por la formacién de un
complejo colorido entre el Al"'y los grupos hidroxilos de los flavonoides (Zhishen et

al., 1999)

Ref 5 1 11 3 6 2 12 4

a) b)

Figura 18. a) Revelada con AICl3; b) UV (254 nm). Mezcla de elucion: AcOEt-MeOH-H,O (8:1.5:0.5).
Concentracion 1 mg/mL. Ref: Fraccion AcOEt; (5): Camperol; (1): Quercetina; (11): Juglalina; (3): 3-O-B-L-
arabinopiranésido de quercetina; (6): Astragalina; (2): Isoquercetina; (12): Hiperdsido, (4): Rutina.
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6. CONCLUSIONES

Se lograron aislar y caracterizar 2 flavonoides adicionales, que de acuerdo
con su elucidacion estructural corresponden a la juglalina (11), un a-L-
arabinopiranésido de camperol (5) y el otro al hiperésido (12), un B-D-

galactopirandsido de quercetina (1).

Este es el primer reporte de la presencia de ambos compuestos en la
especie H. seemannii y en el caso de la juglalina (11), es el primer reporte de su

aislamiento en el género Hydrangea.

La presencia de estos compuestos permiten determinar la importancia de H.
seemannii como una fuente potencial de obtencion de flavonoides de tipo flavonol,
los cuales presentan diversas actividades farmacolégicas importantes,

relacionadas principalmente con el uso medicinal que se le da a la planta.

El aislamiento y la elucidacion de estos compuestos contribuyen al

conocimiento de la quimica de la especie.
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Figura 20. Espectro en el infrarrojo de la juglalina (11)
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