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RESUMEN

ELl fraccionamiento biodirigido del extracto
metandlico obtenido de las ©partes aéreas de H.
glomeratum Lag, empleando como biocensayo de seguimiento
la actividad antiprotozoaria in_ vitro <contra E.
histolytica y G. lamblia, asi como técnicas de
separacién y purificacién (cromatografia en columna
abierta y cromatografia en placa preparativa), condujo
al alslamiento de cinqo flavonoides: el tilirdsido 3,
el camperol 3-0-(3°7, 6 "-di-0-E-p-cumaroil)-p-D-
glucopiranésido 7, la astragalina 8, la quercitrina 9 y
la isoguercetina 10. De los cinco compuestés aislados

el tilirésido fue el compuesto mas activo contra ambos

protozoarios. Los valores de CIso fueron de 17.45 pg/mL

para E. histolytica y de 17.36 ug/mL para G. lamblia. La
elucidacién estructural de los compuestos aislados se
realizé mediante la aplicacidn de métbdos
espectroscépicos y por comparacién directa con muestras

disponibles en el laboratorio.
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1. INTRODUCCION

A nivel mundial, el estudio multidisciplinario de las
plantas medicinales ha recibido un gran apoyo por
crganizaciones como la OMS, OPS, INC y NHI. Los
compuestos obtenidos en estas investigaciones juegan un
papel muy importante en el desarrollo de nuevos
farmacos clinicamente Gtiles en la terapéutica para el
tratamiento de enfermedades tales como el cancer,
paludismo, tuberculosis, diabetes y VIH, entre otros,?!
en la actualidad, aproximadamente un 80 % de los
medicamentos considerados en los programas de salud
primaria, provienen de plantas por lo que resulta
evidente que las plantas medicinales siguen siendo una
fuente importante de principios activos de interés
terapéutico.?

En el caso particular de México, el uso de plantas
medicinales para tratar una gran variedad de
enfermedades tiene sus origenes en la época

prehispénica.5 El estudio de la flora nacional resulta

interesante si consideramos que el sistema de salud




(IMSS, ISSSTE, SSA) no tiene la cobertura total de su
poblacién 'y por <consecuencia, varias enfermedades
constituyen un problema de salud publica tales como las
diarreas, el paludismo, la enfermedad de chagas, 1la
tuberculosis, etc. El1 conocimiento y la validacidén de
las propiedades terapéuticas de sus recursos vegetales
puede ser una alternativa para la obtencién de
compuestos Dbiocactivos, tutiles en el desarrollo de
farmacos que permitan resolver estos problemas de
salud. La abundancia y diversidad de 1los recursos
naturales del pais, son fuente potencial para el
hallazgo de estos compuestos con aplicacién en la
terapéutica.®’

Con base en lo antes expuesto, la presente tesis
profundiza en los estudios quimico y farmacoldgico de
las partes aéreas de H. glomeratum, especie a la cual
se le han demostrado anteriormente propiedades

antiprotozoarias.




2. ANTECEDENTES

2.1. Generalidades de Helianthemum glomeratum Lag.

Helianthemum glomeratum Lag. (Sin: Halimium
glomeratum) (Figura 1), es una planta perteneciente a
la familia Cistaceae la cual estd constituida por ocho
géneros y 200 especies. Los miembros de esta familia
son hierbas o arbustos que crecen sobre gredas.e'9

La planta es conocida con los nombres populares de
cenicilla, cenicillo, chinilla, hierba del loro, hierba
de la gallina, tacato, “tan vomol”, “takare yoxi”,
“tantan wamol”, “tan bak wamal 1lit”, “K’anal nick te”,
“k’anal nich wach”, "“vach’t’ul momol”, “vach’ te’ vomol”,
“vach’vomol”, pata de paloma, “wach’ wach’ wamal”,
“wach o ijk al alajch te’”, “lumil wajch’te”, juanita,
cenicillo amarillo, cenicillo negro, cilantrillo de
monte, damiana, flor del golpe, hierba ceniza, hierba
del moro, Juana-Juana, palo cenizo, Santa Martha,
tomillo de monte, “takari”, “nehnexticxihuitl” Yy

“cachanowa” .® 1




H. glomeratum, es una especie endémica de México, se
encuentra distribuida en los estados de Querétaro,
Estado de México, Michoacén, Aguascalientes, Chihuahua,
Nayarit y Chiapas. En este ultimo, la especie crece en
los bosques mixtos de pino-ébano con climas templados a
1750-3900 m sobre el nivel del mar.”*°

H. glomeratum es un pequefioc arbusto de 30 cm de alto
con hojas alternantes de color verde pubescente de 7-
15 mm de longitud, las flores son amarillas, efimeras,
de 5 mm de longitud, el fruto es una capsula de 3
valvulas con numerosas semillas cafés lenticulares.™™

Se utiliza en las practicas médicas populares para
tratar desdrdenes del aparato digestivo COomo
disenteria, diarrea, diarrea con moco, dolor de la boca
del estémago, refrescar los intestinos, cblicos vy
vémitos. Con menor frecuencia se le utiliza para
eliminar granos en la piel, la biliosidad, los corajes,
el dolor de parto, la tos, la calentura y para hacerles

estémago a los recién nacidos.’ '
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H. glomeratum esta incluida dentro de las 38 especies
representativas de la medicina tradicional maya de los
altos de Chiapas para tratar las enfermedades
gastrointestinales habituales de la poblacidén. Es una
de las seis especies que utilizan con frecuencia 1los
“TPzotziles” para tratar la diarrea, y para los
“Tzeltales” constituye el sequndo recurso en
importancia como vermifugo.®

Los indigenas “Tzeltales y Tzotziles” toman como agua
de uso el té de las hojas o la raiz, para tratar la
diarrea con moco; la planta entera para la diarrea
créonica y disenteria. Frecuentemente para lograr una
mejor efectividad mezclan a H. glomeratum con otras
plantas como Baccharis serraefolia, B. trinervis,
Lantana camara, L. hispida, Cyperus hermaphrodinas,
Psidium guajava, Ageratina sp., Lepechinia sp. o
Calliandra sp. Cuando se emplea como remedio
antiparasitario, la planta se combina con Chenopodium

ambrosioides o semillas de Cucurbita ficifolia.®




Estudios farmacoldgicos previos del extracto metandlico
de H. glomeratum han demostrado sus propiedades
antiprotozoarias, antibacterianas y antifingicas.!?'® En
el primer caso el extracto resultd activo contra los

protozoarios E. histolytica y G. lamblia (CIse= 158.22

ug/mL y 62.92 ug/mL, respectivamente). En el segundo
estudio el extracto demostré efecto inhibitorio contra
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Shigella sp,
Salmonella typhiy Vibrio cholerae. En el ultimo caso el
extracto resulté activo contra Candida albicans.

Desde el punto de vista fitoquimico H. glomeratum ha
sido objeto de tres investigaciones realizadas por
Calzada y col.'”'® El primer estudio se efectlic sobre un
extracto de las partes aéreas de la planta empleando
como guia bioclégica la prueba de la letalidad para la
Artemia salina, esta investigacién permitid el
aislamiento e identificacién de los flavonoides,

camperol 1, quercetina 2 y tilirésido 3. Siendo el
camperol el compuesto activo (TAS Clsp= 6.16 ug/mL). En

este mismo trabajo se demostraron las propiedades




antiprotozoarias del camperol y tilirdésido contra E.
histolytica (CIsgg= 9.7 Hg/mL 3% 19.5 Mg /mL,
respectivamente). El segundo trabajo realizado con la
ralz y empleando como ensayo bioldgico la determinacidn
de la actividad antiprotozoaria contra E. histolytica
v G. lamblia permitié el  aislamiento de (=)
epigalocatequina 4 como principio activo (E.

histolytica Clse= 6.89 ug/mL y G. lamblia Cls;= 8.06

Hg/mLl). La ultima investigacidén se realizd con las
partes aéreas de la planta y permitié el aislamiento
de, tilirdsido 3, gluco-B-sitosterol 5 Y la
galocatequina- (4f—8)-epigalocatequina 6, (Figura 2). El
Gltimo compuesto mostrd actividad contra varias cepas
enteropatdgenas causantes de diarrea: Vibrio
parahaemolyticus, V. cholerae ogawa, V. cholerae inaba,
Shigella flexneri T;, S. dysenteride Tj, Escherichia
coli ATCC, E. coli LT++/ST-, Salmonella typhi, S§. gpo

B;, S. goo B, y S. gpo D.*?
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Figura 2. Compuestos aislados de H. glomeratum.
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2.2. Generalidades sobre el metabolismo microbiano
intestinal de los flavonoides.

Los escasos estudios del metabolismo microbiano
intestinal de los flavonoides han demostrado: a) que
los flavonoides son biotransformados a varios
derivados fendlicos; b} que los glicdsidos de
flavonoides son hidrolizados a su aglicona. En el
primer caso la degradacidén ocurre por ruptura del
anillo C para dar origen a derivados del fluoroglucinol
y derivados del acido cindmico (Figura 3). 20-22

Los experimentos de metabolismo han sido realizados
incubando el flavonoide con bacterias del tipo
Bacteroides fragilis ssp, Bifidobacterium adolescentis,
B. breve, B. bifidium, B. longum, B. pseudolongum,
Clostridium butyricum, Cl. innocuum, Cl. perfringens,
Escherichia «coli, Fussobacterium nucleatum, Gaffkya
anaerobia, Klebsiella pneumoniae, Lactobaciilus

acidophilus, L. brevis, L. fermentum, L. plantarum, L.

xylosus, Peptostreptococcus anaerobius, P. intermedius,

-10-




Proteus mirabillis, Ruminococcus  sp, Streptococcus

faecalis y Veillonella parvula ssp.?% %

En el caso de la hidrélisis, tanto los C-glicdsidos
como los O-glicdésidos dan origen a la aglicona

correspondiente (Figura 4) 212325

R'3
R,
HO
—
8] R,
‘/// \\\‘ 2,
R, OH N
4
HO
Rs

Figura 3. Degradacién de flavonoides por la flora

intestinal bacteriana
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Figura 4. Hidrélisis de flavonoides por la flora

intestinal bacteriana.
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Figura 4. Hidrdlisis de flavonoides por la flora

intestinal bacteriana (continuacidn).
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3. OBJETIVO GENERAL
Obtener e identificar 1los compuestos con actividad
antiprotozoaria in vitro contra Entamoeba histolytica y
Giardia lamblia del extracto metandlico obtenido de las

partes aéreas de Helignthemum glomeratum Lag.

3.1. Objetivos especificos

Con la finalidad de dar cumplimiento al objetivo
general se propusieron los siguientes obijetivos
especificos.
3.1.1 Realizar el estudio fitoquimico biodirigido del
extracto metandlico obtenido de las partes aéreas de
H. glomeratum, empleando como prueba de monitoreo la
determinacién de la actividad antiprotozoaria in vitro
contra trofozoitos de E. histolytica y G. lamblia.
3.1.2 TIdentificar estructuralmente, 1los compuestos con
propiedades antiprotozoarias presentes en el extracto
metandlico, mediante técnicas espectroscopicas,

espectrométricas y quimicas.

<14 -




4. METAS
4.1 Contribuir al conocimiento fitoquimico 3%
farmacolégico de la especie vegetal H. glomeratum Lag.
4.2 Formacién de recursos humanos en el area de la

investigacién quimica y farmacolégica de las plantas

medicinales.

5. HIPOTESIS
Si Helianthemum glomeratum Lag, es una planta con
propiedades amebicidas y giardicidas in vitro por 1lo
tanto debe ser una fuente de compuestos con propiedades

inhibitorias contra Entamoeba histolytica ¥y Giardia

lamblia.
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6. PARTE EXPERIMENTAL
6.1. Material vegetal.

Las partes aéreas del material vegetal wutilizado
{2182.5 g) fueron recolectadas en el estado de
Querétaro, México, en Septiembre de 1994. Una muestra
de referencia (voucher-14142) se depositdé en el
Herbario IMSSM vy fue identificada por la M. en C.

Abigail Aguilar Contreras.

6.2. Preparacién del extracto metandlico de las
partes aéreas de H. glomeratum Lag.

El material vegetal se desecd a temperatura ambiente
y posteriormente se molié en un molino manual.

El extracto de las partes aéreas se prepard mediante
maceracidn, utilizando MeOH como disolvente de

extraccién (7.7 L x 2) obteniéndose 178.10 g de

extracto metandélico (Esquema 1).
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Partes aéreas
2182.5 g

1)Extraccidén via maceracidn
MeOH 7.7 L ¥ 2 X 7 dias.

Extracto metandlico

(178.10 q)
E. histolytica CIsg = 24.7 Mg/mL
G. lamblia Cisg = 94.55 ug/nmL

Esqguema 1. Obtencidén del extracto metandlico de las
partes aéreas de H. glomeratum Lag.

6.3. Ensayo biolégiceo.

La determinacién de la actividad antiprotozcaria in
vitro contra los trofozoitos de Entamoeba histolytica
y/o Giardia lamblia del extracto, fracciones
combinadas y compuestos puros, se realizd siguiendo el
bioensayo descrito por Calzada y col.?®

Las cepas de los microorganismos wutilizados en el
ensayo fueron Entamoceba histelytica (HMI-IMSS) y
Giardia lamblia (IMSS:0989:1). La cepa de Entamoeba

histolytica fue mantenida en medio TYI-S-33 adicionado

-17-




con 10 % de suero de bovino y Giardia lamblia 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 muestras (extracto, fracciones y compuestos
puros), se disolvieron en DMSO y se ajustaron con medio
TYI-S-33 a concentraciones adecuadas. Posteriormente se
transfirieron a 5 tubos (con 4 mL de medio c/u) de
manera independiente 20, 40, 80, 120, 160 uL de la
soluciébén a evaluar; los cuales correspondian a
concentraciones de 25, 50, 100, 150, 200 wg/mL del
compuesto, respectivamente. Cuando fue necesario se
realizaron las diluciones requeridas.

A los tubos anteriormente preparados, se les adiciond
el indéculo del trofozoito en prueba, Entamoeba
histolytica o Giardia lamblia (aproximadamente 6 Xx 10°
trofozoitos/mL y 5 X 10* trofozoitos/mL,
respectivamente) . Los tubos se incubaron a 37 °C durante

48 hrs. Cada prueba incluyé metronidazol (Sigma) vy
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emetina (Sigma) como controles positivos, un control
(medio de cultivo mas DMSO y trofozoitos) y un blanco

(medio de cultivo).

Transcurrido el tiempo de incubacién, 50 L. de cada
tubo de cultivo se subcultivaron en medio fresco y se
determiné la viabilidad de las células por cuenta
directa al microscopio. Los resultados se procesaron
mediante un anadlisis probit para calcular la
concentracién inhibitoria cincuenta (CIsy). La prueba se
realizé por duplicado y se repitié un minimo de tres

veces.

6.4. Analisis cromatografico.

La cromatografia de adsorcién en columna abierta se
realizé sobre gel de silice, (Kieselgel 60 Merck,
0.063-0200 mm, 70-230 mesh ASTM) . Los analisis
cromatograficos en capa fina (CCF) tanto analiticos
como preparativos se efectuaron siguiendo las técnicas
convencionales, utilizando placas de aluminio

recubiertas con gel de silice (cromatofolios Merck




Alugram sil Fzs0 6/UV); placas de vidrio (20 x 20 con gel

de silice 60, Merck, Fzsi:) y los agentes cromédgenos que

se muestran en la Tabla 1.

Tabla 1. Agentes c¢rombégenos utilizades para los

analisis cromatograficos en capa fina.

Agente cromdgeno Composicidn

12g de sulfato cérico
sulfato cérico®’ 22.2 mL de ac. sulfarico
conc. 350g de hielo.

Tricloruro de g de AlCls y agua cbp 100
aluminio®® mL

5 mL de ac. sulfurico conc.
Vainillina- y EtOH cbp 100 mL (Sol.I)
ac.sulfurico® 1 g de wvainillina y EtOH
cbp 100 mL (Sol.II)

0.5 g de dicloruro de 3,3 -
Fast bklue salt?’ dimetoxi-4,4 -bis difenilo
diazonic en 100 mL de agua.

*En todos los casos, antes de revelar con el agente
cromégeno se procedié a visualizar las placas con luz
UV con ayuda de wuna lampara modelo UV glL-58 a
longitudes de onda de 254 y 365 nm.
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6.5. Fraccionamiento biodirigido del extracto
metandlico.

Una parte (163.10 g) del extracto metandlico activo (E
histolytica, CIsp= 24.70 ug/mL y G. lamblia, Clse= 94.55
ug/mL) se disolvié con una mezcla de metanol acuoso al
25 % y se fraccioné mediante un proceso de repartos
sucesivos con CHCl; y AcOEt. Como resultado de este
proceso se obtuvieron tres fracciones (F1-F3): F1
(cloroformo, 19.70 g, 600 mL x 5), F2 (acuosa, 54.16 g,
932 mL) y F3 (AcOEt, 76.60 g, 900 mL x 3 E.
histolytica, Clsp= 11.08 ug/mL y G. lamblia, Clgy= 79.94
ug/ml) (Tabla 2 y Esquema 2).

Tabla 2.- Resultados de actividad antiprotozcaria del
fraccionamiento del extracto metandlico.

Extracto y fracciones E. histolytica G. lamblia
CIso (#g/mL) CIsp (fg/mL)
Extracto MeCH 24.70 94,55
{25.05-25.50} (94.66=-94.47)
Fraccién F1 (CHCls) 88.67 155.52
(89.01-88.53) {155.75-155.29)
Fraccién F2 (acucsa} 41.84 232.186
(42.32-41.37) {232.66~-231.60)
Fraccidén F3 (AcOEt) 11.08 79.94
(22.07-13.80) {88.02-79.86)
Metronidazol 0.04 0.21
{(0.10-0.03) (0.27-0.,14})
Emetina 1.051 0.416
(1.036-1.068) (0.415-0.417)
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Extracto

metandlico
{163.10 qg)

v

y

Particién H,O/CHCl;,

Fraccién Fl1 (CHC1j3) Fase
19.70 g
acuosa
l¢——— ACOET
.. Fraccién F3 (AcOEt) 76.60 g
Fraccion
F2 E. histolytica CIsp = 11.08 Mg /mL
(acuosa)
54.16 g G. lamblia CIso = 79.94 pg/mL

Esquema 2. Fraccionamiento del extracto metandlico

Obtenido de las partes aéreas de H. glo

meratum Lag.
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6.6. Fraccionamiento secundario de la fraccidén F3.

Una parte (58.9 g) de la fraccidédn F3 se sometidé a un
fraccionamiento secundario (Esquema 3} por
cromatografia en columna abierta utilizando como fase
estacionaria gel de silice (589 g) y como eluyente
mezclas de CHCl;-AcOEt (1:1, 0:1) y AcOEt-MeOH (8:2).

Se obtuvieron un total de 220 fracciones de 50 mL
c/u, se reunieron aquellas que mostraron una similitud

cromatografica y se concentraron a presidon reducida a
40 °C, obteniéndose un total de tres fracciones

secundarias (F3/1-F3/3) (Tabla 3 y Esquema 3).

Tabla 3.- Resumen del fraccionamiento via cromatografia
en columna de la fraccidn F3.

Eluyente Proporcién Numero de | Fracciones

fracciones combinadas
CHCl; - AcQEt 50:50 1-92 F3/1 (1-115)
AcOEt 100 93-126

F3/2 (116-126)

AcCOEt-MeOH 80:20 127-220 F3/3 (127-220)
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Fraccidén F3
(ACOEtL)
58.9 g

Cromatografia en columna
sobre silica gel

F3/2
F3/1 / F3/3
CCF preparativa Cristali~- CCF preparativa
(AcOEt-MeOH-H,0) zaclién {(AcOEt-MeOH—-H,0}
(100:16.5:13.5) (100:16.5:13.5)
Astragalina
Camperol 3-0-(3”,86" (8
- P07 D s s s Quercitrina
di-0O-E-p-cumaroil) -5 Tlllé;Sldo (9)
D-glucopirandsido Isoquercetina
(7 (10)

Esquema 3. Separacién y purificacién de la fraccidn

de F3 (AcOEt).
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6.6.1 Purificacién de camperol 3-0-(3",6"-di-0O-E-p-
cumaroil) -f-D-glucopirandsido 7.

La fraccidén secundaria F3/1 se purificé mediante
cromatografia en capa fina preparativa utilizando como
fase moévil una mezcla de AcOEt-MeOH-H,0
(100:16.5:13.5). Se obtuvo el camperol 3-0-(3",6"-di-0O-
E-p-cumaroil)-f-D-glucopiranésido (102.44 mg) como un
s6lido amorfo de color verde claro y de punto de fusiédn

de 138 °C.

6.6.2 Purificacién de tilirdsido 3.

De la fraccién secundaria F3-2 cristalizdé de manera
esponténea el tilirdsido (1.3528 g) como un sélido
amorfo de color amarillo y de punto de fusidén de 207~

208 °C.
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6.6.3 Purificacidén de los compuestos astragalina 8,
quercitrina 9 e isoquercetina 10.

La fraccidén combinada F3/3 se purificé mediante una
cromatografia en capa fina preparativa utilizando como
fase mévil una mezcla de AcOEt-MeOH-H,O (100:16.3:13.5).
Se obtuvieron: astragalina (41.72 mg), guercitrina

(46.41 mg) e 1isoquercetina (44.56 mg) como sdélidos
amarillos con puntos de fusién de 205 °C, 235 °C y 188-

190 °C, respectivamente.

6.7. Caracterizacién de los compuestos aislados.
6.7.1. Equipos utilizados.

Los espectros en el UV se obtuvieron en un
espectrémetro Shimadzu 160 en MeOH.

Los espectros en el IR (pastilla) se midieron en un
espectrémetro Perkin Elmer 599.

Los espectros de RMN se obtuvieron en los equipos:
Varian UNITY PLUS 300 y Bruker DMX 500, utilizando
CD,OD y DMSO como disolventes y TMS como referencia

interna. RMN-'H (500 MHz) y RMN-’C(125 MHz).
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Los puntos de fusidn se determinaron en un aparato

Fisher-Johns y no estan corregidos.

6.7.2. Hidrélisis acida de los flavonoides.

Por cada 3 mg de producto se utilizaron 5 mL de una
solucién de MeOH-HCleone (1:1). La mezcla de reaccidn
resultante se sometidé a reflujo por 1 hora y al cabo
del tiempo sefialado la mezcla de reaccidén se trabajo de
acuerdo a los procesos convencionales.?

Las agliconas (camperol (1), quercetina (2), ac. p-
cumarico (11)) y gliconas (glucosa (12) y ramnosa (13))
se identificaron por comparacién en ccf con estandares

Sigma y Merck, respectivamente (Figura 5 y 6).
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OH

12 OH

Figura 5. Hidrélisis &cida de los compuestos 8, 3 y 7.
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Figura 6.

13

OH

12

Hidrdélisis &cida de los compuestos 9 y 10.
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

El estudio fitoquimico biodirigido del extracto
metandélico de las partes aéreas de Helianthemum
glomeratum mediante la determinacidén de la actividad
antiprotozoaria in vitro contra E. histolytica y G.
lamblia condujo al aislamiento e identificacidn de
cinco flavonoides tilirdsido 3, camperol 3-0-(376”-di-
O-E-p-cumaroil)-f-D-glucopiranésido 7, astragalina 8,
gquercitrina 9 e isoquercetina 10.

Los compuestos aislados fueron identificados mediante
el analisis y comparacién de sus constantes fisicas y
espectroscoépicas con las descritas en la literatura. A
continuacién se describe el proceso de identificacidn

de cada uno de los compuestos aislados.
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7.1.

7.1.1.

Identificacién de tilirésido 3,

Identificacién de los compuestos obtenidos.

camperol

(3”,6"-di-0O-E-p-cumaroil) - f-D-glucopirandsido 7

astragalina 8.

Los compuestos 7,

F3/1,

sélidos de color amarillo B8,

F3/2 y F3/3,

respectivamente.

Se obtuvieron

3 y verde claro 7.

3-0-

Y

3 y 8 se aislaron de las fracciones

como

Los

compuestos fueron solubles en MeOH y revelaron de color

amarille intenso con

AlCl; en los anéalisis de ccf.

Sus

constantes fisicas y espectroscdpicas se presentan en

la Tabla 4.

Tabla 4.
compuesto 8,

Constantes fisicas y espectroscdpicas de
3y 7.

los

CONSTANTES COMPUESTO 8 COMPUESTO 3 COMPUESTO 7
Férmula Cz1H20011 C30H26013 C39H32015
molecular
Peso molecular 448 uma 584 uma 740 uma
p-f. 205 °C 207-208 °C 138 °C
UV MeOH A (nm) 266, 348 268, 312 268, 312
(Espectros 1-3)

3417, 1652, 3457, 1684, 3399, 1699,
IR Vmax
(Pastilla) em-1 1575, 1507 1606, 1502 1604, 1513
{Espectros 4-6)
RMN “H y °C Tabla 5 Tabla 5 Tabla 5
(Espectroes 7-
12)
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Los espectros en el UV (Espectros 1-3) de 1los
compuestos 3, 7 y 8 mostraron maximos de absorcion
caracteristicos de cromdéforos fendlicos [(268,312),
(268, 312) y (266, 348), respectivamente].

Los espectros en el IR (Espectros 4-6) de 1los
compuestos 3, 7 y 8 presentaron bandas de absorcién

para grupos hidroxilo (3417, 3457 y 3399,

respectivamente), para carbonilos a Yy B insaturados
(1652, 1684 vy 1699, reépectivamente) y para anillos
aromaticos [(1575, 1507), (1606, 1502) y (1604, 1513},
respectivamente].

La informacién anterior en conjunto con el analisis
de los espectros unidimensionales de RMN 'H vy 3¢
(Espectros 7-12} permitieron establecer que los
compuestos obtenidos eran flavonoles derivados de
camperol .3

A continuacidén se describen las caracteristicas

relevantes de los espectros de RMN:
1) Las seflales en 8 5.95, 6.04, 6.84 y 7.98 para el

compuesto 8; a &y 6.14, 6.37, 6.77 y 8.0 para el
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compuesto 3; y a 0y 6.13, 6.31, 6.8 y 8.0 para el
compuesto 7 fueron asignadas a la unidad camperol. Las
sefiales correspondientes a los carbonos aparecen en &
100.66, 94.63, 114.97 y 130.46 en 8; en 0O 298.78, 93.67,
115.08 y 130.16 para el compuesto 3 y en 0c 100.74,
95.33, 116.10 y 132.15 para el compuesto 7.

2) Las sefiales en 8y 5.34 en el compuesto 8; en 0Oy 5.44
en el compuesto 3 y en Oy 5.37 en el compuesto 7,

corresponden al hidrdgeno anomérico de una molécula de

azucar, el valor de la constante de acoplamiento en los
tres casos permitié conocer gue el azucar era tipo B. El
carbono correspondiente aparece en §; 100.66 en 8; en &

100.97 en 3 y en o 103.88 en 7.

3) La hidrélisis é&cida de 8, 3 y 7 permitidé establecer
gue el azucar era la f-D-glucosa en los tres compuestos.
El enlace glicosidico en los tres compuestos se
establece entre el C-3 del camperocl y C-1 de la
glucosa, de acuerdo a desplazamientos quimicos

observados en los espectros de RMN de '*C (Tabla 5).
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4) En el caso de los compuestos 3 y 7 se observaron
sefiales adicionales para uno y dos residuos de acido-p-
hidroxi cumarico, respectivamente.
5) En el caso del compuesto 3 el residuo del acido p-
cumadrico se ubicd en la posicidén C-6 de la glucosa por
el valor de desplazamiento de este carbono (6 62.97).
En el caso del compuesto 7 los residuos se ubicaron en
la posicidén C-3’7 y C-6’' de la glucosa por los valores
del desplazamiento de los carbones (6: 78.66 y 64.03,
respectivamente).

En resumen las evidencias espectroscédpicas
presentadas permitieron identificar a los compuestos
como astragalina 8, tilirésido 3 y camperol 3-0-(3”,6"-

di-0-E-p-cumaroil}-f-D-glucopiranésido 7 (Figura 7).°%%
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7 OH

Figura 7. Estructuras de los compuestos 8, 3y 7.
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Tabla 5. Desplazamientos quimicos de RMN de 'H y e, de
astragalina 8, tilirésidoe 3 y camperol 3-0-(376"-di-0-E-p-
cumaroil)-f-D-glucopirandsido 7.
camperol 3-0-{3"6"-
C/H astragalina 8 tilirésido 3 di-0-E-p-cumaroil) -f-
D-glucopiranosido 7
8}1 SC 5].[ 8(; BH 5{;
2 - 159.93 = 156.43 - 159.02
3 - 132.68 - 133.06 - 135.01
[ - 175.81 - 177.4 = 179.06
5 - 160.74 = 161 - 162.87
3 5.95 3 100.66 6.14 d ge.78 6.13 d 100,74
{1.8) {2.1)
7 - 167.37 - 164,24 = 168.45
8 6.04 s 94.63 6.37 d 93.67 6.31 d 95.33
{1.8) (2.1
E] - 154.53 - 156.36 - 158.6
10 - 101.60 - 103.85 - 104.96
g - 120.85 - 120.76 - 122. 68
z 7.98 d 130.46 8.0 d 130.16 8.0 d 132.15
{9) {9) {3}
3 6.64 d 114,97 .77 d 115.08 6.8 m 116.10
(9 (9}
a7 - 150.93 - 160.01 - 161.59
5 5.84 d 114.97 6.80 d 115.08 €.8 m 116.10
(9) (9)
& 7.98 4 (9) 130.46 8.0 d 130.16 8.0 d 132.15
(9) (9)
1* 5.34 d 100.66 5.44 d 100.97 5.37 d 103.88
{7.5) {(1.5) (7,8)
2 3.2-4.2 m 74.12 3.1-4.3 m 74.23 3.2-4.4m 74.08
37 3.2-4.2m 76.23 3.1-4.3 m 76,22 3.2-4.4 m 78.66
47 3.2-¢.2m £9.10 3.1-4.3 m 69.96 3.2-4.4 m 70.11
5 3.2-4.2 m 74.41 3.1-4.3 m 74.13 3.2-4.4 m 75.69
6" 3.2-4.2 m 60.72 3.1-4.3m 52.97 3.2-4.4m 64.03
T - - = 124.93 - 127.23
5T = = 5.1 & 130.83 6.08 a 131.23
(15.9) (15.9)
3 - . 734 115.7% 7.4d 116.84
{15.9) {15.9)
ars - — - 159.8 - 161.35
Sr7e - - 7.36 d 115.76 7.48 d 11€.8
(8.7) (8.7)
67! - - 6.8 d 130.83 6.8 m 131.23
(8.7
i - - - 144.61 - 146.79
g - - 5.8 d 113.63 6.8 m 115.33
(8.7
g T - - 7.4 d 166 7.48 d 168.98
(8.7 (8.7
5-0H - = 12.57 = - z
1rree - = - - < 127,02
2 - - - - 6.42 d 131.23
(15.9)
3 - - - - 7.68 d 116.8
(15.6)
qrree = - - - = 161.35
5rrer - = - - 7.3 d 116.84
(8.7}
6 7" - - - - 6.8 m 131.23
T = = - = - 146.70
g’ - - - - 6.8 m 114.79
gr e - - = - 7.3 d 168,74
(8.7)

PMSO 'H 500 MHz (J en Hz), '°C 125 MHZ, & ppm
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7.1.2., Identificacién de queaercitrina 9 e isoquercetina

10.

Los compuestos 9 y 10 se aislaron de la fraccidn
F3/3. Ambos se obtuvieron como sdélidos de color
amarillo. El analisis de los espectros IR, UV y RMN en

conjunto con el comportamiento cromatografico al ser

revelados con AlCl; permitieron establecer que los

compuestos eran flavonoides Tabla 6.

Tabla 6. Constantes fisicas y espectroscopicas de los

compuestos 9 y 10

CONSTANTES COMPUESTO 9 COMPUESTO 10
Formula Cz21H20011 C21Hz20012
molecular
Peso molecular [|448 uma 464 uma
p.f. 235 °C 188-190 °C
UV MeOH A(nm) 263, 352 261, 352
(Espectros 13-
14)
3404, 1753, 3421, 1653,
I(lga:;‘ffla) cp 1 [1596, 1490 1602, 1492
(Espectros 15-
16)
RMN 'H vy e Tabla 7 Tabla 7
(Espectros 17~
20)
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La informacién anterior en conjunto con el analisis
de los espectros unidimensicnales de RMN 'n y ¢
(Espectros 17-20) permitieron establecer que los
compuestos eran flavonoles derivados de quercetina.31'34

A continuacién se describen las caracteristicas
relevantes de los espectros de RMN:

1) Las sefiales observadas en 6y 5.94, 6.10, 7.25, 6.78 vy

7.20 en 9; y en & 6.20, 6.42, 7.56, 6.84 y 7.56 en 10,
respectivamente, se asignaron a la unidad quercetina.
lLas sefiales correspondientes a los carbonos aparecen a
8. 100.11, 94.32, 114.97, 115.27 y 120.82 en 9; y a Oc
98, 94, 115, 116 y 120 en 10 (Tabla 7).

2) La hidrélisis éacida de los compuestos permitid
identificar a la f-D-glucosa como el azucar del
compuesto 10 y a la ramnosa el del compuesto 9. La
ubicacién de los azucares en los compuestos 9 y 10 se
realizo aplicando el mismo criterio gque para los

compuestos 8, 3 y 7
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Las evidencias espectroscédpicas presentadas

permitieron identificar a los compuestos como

|

‘ quercitrina 9 e isoquercetina 10 (Figura g) .73
|

|

OH
CH

Figura 8. Estructuras de los compuestos 9 y 10.

.43 -




Tabla 7. Desplazamientos quimicos de RMN de 'H y !*C de

la quercitrina 9 y la isoquercetina 10.

C/H Quercitrina 9 isoquercetina 10
Oy Oc Oy OS¢
2 - 156.78 - 156
3 - 133.43 - 133
4 - 176.45 - 178
5 - 160.93 - 161
6 5.94 s 100.11 - 6.20 s 98
7 - 167.38 - 165
8 6.10 s 84,32 6.42 s 94
9 - 155.92 - 155
10 - 101.58 - 104
1° - 120.83 - 123
27 7.25 d 114.97 7.56 m 115
(2)
3 - 145.55 - 145
4 - 145.55 - 148
57 6.78 d 115.27 6.84 d 116
(8) (9}
6’ 7.20 dd 120.82 7.56 m 120
(8, 2)
177 5.25 s 101.58 5.4 d 101
(7.2)
277 3.1-4.2 m 70.34 3.0-4.0 74
377 3.1-4.2 m 70.25 3.0-4.0 76
47 3.1-4.2 m 71.19 3.0-4.0 70
577 3.1-4.1m 70.0 3.0-4.0 77
6" 1.14 s 17.43 3.0-4.0 60
DMSO 'H 500 MHz (J en Hz), '°C 125 MHz, & ppm
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Espectro 19.

Espectro 20.
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7.2 Resultados de la actividad antiprotozoaria de los
compuestos aislados de Helianthemum glomeratum Lag.

De los cinco compuestos aislados el tilirésido 3 fue
el compuesto que presentd la mayor actividad
antiprotozoaria contra los trofozoitos de Entamoeba
histolytica (CIse= 17.45) y Giardia lamblia (CIse= 17.36
ug/mL) . La astragalina 8 mostrd actividad moderada
contra E. histolytica y la quercitrina 9 contra G.
lamblia.

De los compuestos aislados (Tabla 8) ninguno supera
en actividad a los controles positivos (metronidazol Yy
emetina). Sin embargo, en el caso de los compuestos 3,
7 y 8 existe la posibilidad de que su producto de
hidrélisis sea el responsable de la efectividad
antiprotozoaria de la planta, considerando que esta
clase de compuestos, son hidrolizados por la flora
intestinal bacteriana, tanto in vivo como in vitro,
dando origen a su aglicona. En el caso de los

compuestos 3, 7 y 8 el producto de hidrélisis es el
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camperol, compuesto al que se le han demostrado

propiedades antiprotozoarias significativas. 7 ¢

Tabla 8. Resultados de actividad antiprotozoaria de los

compuestos 3 y 7-10.

CIsg ug/mL
COMPUESTO Entamoeba Giardia lamblia
histolytica
Tilirdésido 3 17.45 17.36
(22.07-13.80) (22.34-13.48)
camperol 3-0- 107.84 81.53
(3”,6"-di-0-E~p- (108.34-107.36) (81.98-81.53)
cumaroil) -f-D-
glucopirandsido 7
Astragalina 8 27.59 76.13
(27.82-27.37) (76.21-76.08)
Quercitrina 9 98.02 24.26
(98.49-97.55) (24.31-24.20)
isoquercetina 10 101.95 122.8
(102.45-101.48) (122.95-122.63)
Camperol 7.93 8.73
(7.98-7.89) (8.75-8.71)
Metronidazol 0.04 0.21
{0.10~-0.03) (0.27-0.14)
Emetina 1.051 0.416
{(1.036-1.068) (0.415-0.417)
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8.0 CONCLUSIONES

B.1. El1 estudio fitogquimico biodirigido del extracto
metandlico de las partes aéreas de Helianthemum
glomeratum Lag permitié el aislamiento de cinco
flavonoides (tilirdsido 3, camperol 3-0-(3”,6”-di-0-E-
p-cumaroil)-f-D-glucopirandsido 7, astragalina 8,
quercitrina 9 e isoquercetina 10}.

8.2. De los cinco compuestos aislados el tilirdsido 3
fue el compuesto mas activo contra ambos trofozolitos.
8.3. Los resultados obtenidos en este trabaijo
proporcionan un soporte experimental sobre el uso en la
medicina tradicional de Helianthemum glomeratum en el
tratamiento de trastornos gastrointestinales como la
disenteria.

8.4. La presente investigacidén es una contribucidén al

conocimiento fitoquimico y farmacolégico de la especie

H. glomeratum.
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