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ABREVIATURAS

AcOEt Acetato de etilo

Acetona-ds Acetona deuterada

cm Centimetros

CcC Columna cromatogrifica

J Constante de acoplamiento
CCF Cromatografia en capa fina
MASA Cromatodgrafo de gases acoplado a masas
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GbR Geranium bellum Rose

Gp Geranium potentillaefolium
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INTRODUCCION

El presente trabajo se conformod por 2 partes.

PARTE 1

El objetivo principal de este proyecto es el llevar a cabo estudios tendientes a encontrar
areas de oportunidad en donde los habitantes del municipio pudieran obtener un
beneficio social y econdmico para mejorar su calidad de vida. Una de estas areas es la
posible utilizacion y comercializacion de plantas medicinales del municipio, para lo cual
primero habia que realizar una investigacion sobre su flora terapéutica. Esto traeria como
finalidad el plantear posteriormente proyectos productivos para la localidad.
Precisamente, esta parte de trabajo representa la investigacidn inicial sobre las especies

medicinales identificadas hasta la fecha de la escritura de esta tesis.

En dicho proyecto se otorgd una beca de licenciatura que contribuyd al desarrollo del
presente trabajo de investigacion y que comprendid salidas de campo para el
reconocimiento de plantas medicinales del municipio, entrevistas verbales con los
habitantes de las localidades visitadas para informacién del uso medicinal de las plantas,
la colecta de especies para su identificacion botanica y la revisidn bibliografica de los
estudios quimicos y biolégicos que se han descrito sobre las plantas identificadas.

En esta seccién se incluyen las imagenes de las especies, los usos tradicionales y las
estructuras de los metabolitos encontrados en éstas, asi como sus propiedades bioldgicas
conocidas. Derivado de esta investigacidn inicial, se da una recomendacién de cuales

especies pudieran ser utilizadas con fines comerciales por los habitantes del municipio.



PARTE 2

En esta parte se presentan los resultados del estudio quimico llevado a cabo sobre los
extractos hexanicos de las raices de tres especies de Geranium: G. bellum, G. seemannii y
G. potentillaefolium. También se presenta el estudio del extracto de acetato de etilo de la
parte aérea de la Ultima especie. La investigacion comprendid la colecta de las especies, su
identificacion botdnica, la obtencion de los extractos, la separacion de los mismos
mediante técnicas cromatograficas y la caracterizacién de las sustancias obtenidas
mediante métodos espectroscopicos, asi como por comparacién con muestras auténticas

y datos descritos.

En esta parte se describe de manera general las plantas de Geranium, su distribucién
geografica dentro del estado de Hidalgo, los usos medicinales atribuidos, los antecedentes
de estudios quimicos y bioldgicos, la metodologia llevada a cabo para su estudio quimico y
las evidencias espectroscopicas que llevaron a la caracterizacion de las sustancias, asi

como la bibliografia utilizada.

Antes de la descripcion de los antecedentes y los resultados de cada una de estas partes, a

continuacion se da un marco tedrico general para ambos apartados.



MARCO TEORICO

El uso de las plantas con fines curativos se remonta al principio de la historia de la
humanidad. El hombre recurria a la naturaleza en busca de su alimento y de su salud. Este
conocimiento fue transmitido de generacién en generacién y fue incrementandose con el
tiempo. Tres siglos antes de Cristo fue escrito el libro mas antiguo de plantas medicinales
en China, mientras que los sumerios usaban las plantas con fines curativos 2500 anos A.C.,
asimismo, los asirios conocian poco mas de 250 plantas medicinales y en la antigua Grecia
se usaban, entre otras, la canela, el ruibarbo, la genciana y la mostaza. Alejandro Magno,
de sus expediciones por Africa, Persia y la India, introdujo en Europa un sin nimero de

plantas con propiedades curativas.!

A lo largo del tiempo, los avances tecnoldgicos han generado medicamentos que en
muchos aspectos han ido sustituyendo esa antigua forma de curacion. Sin embargo, las
plantas medicinales no han perdido importancia. Algunos medicamentos modernos han
resultado de aprovechar las plantas medicinales y del desarrollo de nuevos

medicamentos, que siguen dependiendo en gran parte de esta materia prima.?

Muchas plantas medicinales contienen compuestos con gran impacto fisioldgico, los
cuales son considerados como principios activos y en varios casos se han logrado aislar y
caracterizar. Por ejemplo, en 1816 se obtuvo la morfina de Papaver somniferum (opio),? y
es considerado como el primer alcaloide aislado, el cual es un potente analgésico. La
morfina ha servido como base para el desarrollo de otros farmacos con mayor potencia
analgésica como la heroina, aunque presentan la desventaja de generar dependencia

fisica.



heroina

Unos afios mas tarde, en 1820, fue aislada la quinina de la corteza de las especies de
Cinchona, hecho que reportado por los farmacéuticos franceses Caventou y Pelletier,* y
que fue util para el tratamiento de la malaria. La quinina sirvié de base para la sintesis de
farmacos empleados habitualmente, como la cloroquina y la mefloquina, aunque luego el

agente de la malaria (Plasmodium falciparum) desarrollé resistencia.*
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Otro ejemplo lo representa la artemisinina, principio antimalarico que se obtiene de la
planta Artemisia annua (Quinhaosu), una especie medicinal de China empleada para el
tratamiento de fiebre. También este compuesto ha servido como modelo para la
obtencion de derivados como el artemether y arteether, que resultaron ser eficaces para

las cepas resistentes de la malaria.?
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Varias plantas tienen historia en el tratamiento del cancer, aunque existen controversias
debido a su eficacia y escepticismo hacia el tratamiento. Entre los medicamentos de uso
clinico mdas conocidos son los alcaloides de la vinca,* los cuales fueron introducidos en
1960 y tienen propiedades antitumorales e inmunosupresores. Se han aislado de la vinca
de Madagascar (Catharanthus roseus), siendo los metabolitos principales vincristina y
vinblastina, que inhiben la polimerizacion de la tubulina, una proteina involucrada en la
mitosis celular. Se ha demostrado la eficacia de la vincristina en las leucemias

linfobldsticas agudas de los nifios y en el cdncer de mama.>

vincristina R = Me
vinblastina R = CHO



Un ejemplo mas es el pseudoalcaloide diterpénico paclitaxel, conocido comercialmente
como Taxol®, que se aisla de la corteza de Taxus brevifolia (tejo del Pacifico), una especie
que crece en los Estados Unidos y Canadd. En 1983 dio inicio el tratamiento para humanos
con este compuesto y en la actualidad se usa para el cancer de ovario, mama y tumores

de cabeza, cuello, pulmon, préstata y estémago.> ®

paclitaxel

Metabolitos primarios y secundarios

Las sustancias mostradas en los parrafos anteriores constituyen ejemplos de metabolitos
secundarios a los cuales usualmente se les denomina productos naturales. Este término
realmente comprende tanto a los metabolitos secundarios como a los primarios, cuya
clasificacién se debe principalmente a la funciéon que desempefian dentro del organismo
que los produce. Si el metabolito desempefia una funcién vital se le cataloga como
primario. Ejemplos de éstos son los polisacaridos, las proteinas, los acidos nucleicos y las
grasas. Por el contrario, si el metabolito no participa en funciones vitales se le clasifica
como secundario, como por ejemplo terpenos, alcaloides, policétidos, cumarinas,

flavonoides y taninos.



Los metabolitos primarios son compuestos que se producen en la mayoria de los seres
vivos y desempenan un papel central en el metabolismo y la reproduccion de las células,
mientras que los metabolitos secundarios se encuentran sélo en organismos especificos, o
grupos de organismos, y son una expresion de la individualidad de la especie. Algunos son
materiales téxicos de defensa contra depredadores, otros funcionan como atrayentes
volatiles de insectos, como colorantes o para avisar a otras especies. Los metabolitos
secundarios han despertado el interés debido a su efecto bioldgico en otros organismos, y
en varios casos poseen actividades bioldgicas relevantes y especificas. Por esta razén se

han estudiado de manera intensiva.’

Flavonoides y Taninos

Los flavonoides representan un grupo significativo de metabolitos secundarios con
importantes actividades bioldgicas, destacando la actividad antioxidante vy
antiinflamatoria, entre otras. Son compuestos ampliamente distribuidos entre los
vegetales y se encuentran practicamente en todas las plantas, sobre todo en las partes
aéreas: hojas, flores y frutos. Algunos flavonoides son responsables del color amarillo de
ciertas flores.?

Se ha reportado que las especies que contienen flavonoides poseen actividad terapéutica
como antihemorragicos, antiarritmicos, antiinflamatorios, antioxidantes,
antihepatotdxicos, diuréticos, antibacterianos y antiespasmddicos.® Tienen estructuras del
tipo Ce-C3-Cs, con dos anillos aromaticos unidos entre si por una cadena de tres carbonos
ciclica o aciclica a través de un atomo de oxigeno. Todos los flavonoides contienen un
carbonilo en la posicion 4 y las variaciones se producen en las posiciones 1, 2 y 3 de la
unidad Cs y en el anillo B. En varios casos se aislan en forma libre o como glicdsidos,

siendo la glucosa el azicar mas frecuente.®



Los flavonoides se clasifican de acuerdo a sus variaciones estructurales. A continuacion se
muestran el esqueleto base y las principales diferencias estructurales, asi como ejemplos

tipicos de este tipo de metabolitos secundarios.

Esqueleto base
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OH OH OH
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Existen en la naturaleza otras sustancias con estructuras relacionadas con las anteriores,
las cuales son menos abundantes y se denominan isoflavonoides, chalconas y auronas. Las

chalconas son consideradas como precursoras de los flavonoides.



Isoflavonoide Chalcona
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Por su parte los taninos estan constituidos por un amplio grupo de compuestos
hidrolizables con estructura polifendlica, los cuales son capaces de precipitar ciertas
moléculas (proteinas, alcaloides, celulosa, gelatina). Estas propiedades condicionan su
uso.®
Los principales usos terapéuticos de este tipo de compuestos son: antidiarreicos,
cicatrizantes, hemostaticos, antihemorragicos, antisépticos, antioxidantes, antidotos de
metales e hipocolesterolémicos.?
Algunas propiedades que los caracterizan son:

* Sélidos amorfos.

* Solubles en agua.
Solubles en disolventes organicos polares.
* Forman quelatos con los metales pesados.

Se oxidan con facilidad.

* Reducen diversos compuestos.



Los taninos se dividen en dos grandes grupos: taninos hidrolizables y taninos condensados

(también denominados taninos catequicos o proantocianidinas).®

% Taninos hidrolizables: son ésteres formados por una molécula de azucar
(generalmente glucosa) unida a un numero variable de moléculas de acidos fendlicos,
como por ejemplo la pentagaloilglucosa. Los acidos fendlicos son usualmente el acido
galico o su dimero el acido elagico. Se hidrolizan tanto en medio acido o basico como
por hidrdlisis enzimatica. Al tratar los taninos hidrolizables con cloruro férrico (FeCls)

aparece una coloracién azul.®
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Taninos condensados (catéquicos o proantocianidinas): son dimeros o polimeros
flavdnicos con uniones carbono-carbono entre las diferentes unidades de flavan-3-ol.
Generalmente se forman por la polimerizacion de las catequinas y son muy
resistentes a la hidrdlisis. Solo resultan afectados por la hidrdlisis acida y se convierten
en antocianidinas, las cuales se pueden polimerizar para formar los flobafenos
insolubles (color rojo intenso). Por destilacion seca producen catecol. Por este motivo,
reciben el nombre de taninos catequicos. Al tratar los taninos condensados con
cloruro férrico aparece una coloracién verde. Algunos ejemplos de este tipo de
compuestos son el trimero epicatequina, el cual contribuye al sabor astringente de
comidas y bebidas, y la teaflavina, un compuesto antioxidante encontrado en el té

verde (Camelia sinensis) cuando se deja fermentar el material vegetal. 8°

OH
OH
(@]
HO OH
N /OH
HO \\“\\ :/
~OH
", O/\ N
OH
HO OH
teaflavina

trimero epicatequina



PARTE 1
Revision de la flora terapéutica del

Municipio de Acaxochitlan

Annona cherimola Mill. Geranium schiedeanum Schl.



1.1 ANTECEDENTES

Municipio de Acaxochitlan

Su nombre deriva del nahuatl acatl “cafa”, xochitl “flor”, que forman la palabra
“Acaxochitl”, planta asi Ilamada que pertenece a la familia de los carrizos y flores en color
rojo y tlan "lugar”; por lo cual Acaxochitldn se traduce como “lugar en que abunda el
Acaxochit|”.10

Se encuentra a 69 Km de distancia de la capital del Estado de Hidalgo, Pachuca de Soto,
sus coordenadas geograficas son las siguientes: 20° 10’ latitud Norte y 98° 12’ latitud
Oeste; tiene una altura sobre el nivel del mar de 2,260 m, y colinda al Sur con el Estado de

Puebla y al Oeste con los municipios de Tulancingo de Bravo y Metepec.!°

Descripcion de plantas de uso tradicional ya descritas en el municipio

Lopezia racemosa Cav. ssp. racemosa (perilla)

Se encuentra como maleza arvense y ruderal en
Acaxochitlan, Atotonilco el Grande, Epazoyucan,
Huasca, Mineral del Chico, Mineral del Monte,

Omitldn, Pachuca y Singuilucan.'!

Uso tradicional
La infusion de la planta completa o sin raiz, se

toma para diarrea y dolor de estémago.!!




Tigridia pavonia (L.f.) DC. (pavonia)

Se localiza en sitios abiertos del bosque de
Quercus y del bosque mesoéfilo de montafia en
Acaxochitlan, Atotonilco el Grande, Mineral del
Chico, Mineral del Monte, Omitlan vy

Xochicoatlan.!?

Uso tradicional

* Ornamental: por la belleza de sus flores, ésta es
una planta muy apreciada que se utiliza como
ornamento. Se siembra en jardines y patios.

* Comestible: en Xochicoatlan y Acaxochitlan la
gente consume el bulbo subterrdneo de esta

planta.’!

Digitalis purpurea L. (cola de borrego)
Crece en bosque de Pinus. Se encuentra en

Acaxochitlan, Tenango y Zacualtipan.!?

Uso tradicional
* Ornamental: la planta se siembra en patios,
huertos y jardines.

*  Ritual: las flores se utilizan en los altares.



1.2 OBJETIVO

El objetivo de esta parte consistid en llevar a cabo un estudio de la flora medicinal del
municipio de Acaxochitlan, Hidalgo, con la intencién de identificar especies que pudiesen

tener un uso terapéutico y comercial por parte de los habitantes del municipio.



1.3 RESULTADOS

Colecta de especies medicinales

Para llevar a cabo este trabajo, se contd con herramientas de campo, prensa, periddico,
bolsas impermeables y equipo fotografico. Se colectaron varias muestras de las especies
consideradas como medicinales, se tomaron fotografias y se prepararon para su
identificacién botanica por parte del Bidlogo Miguel Angel Villavicencio Nieto del Centro
de Investigaciones Bioldgicas del Instituto de Ciencias Basicas e Ingenieria de la UAEH. Una
vez clasificadas las plantas, se llevd a cabo una revisidon bibliografica para conocer si
habian sido estudiadas o no, y qué estudios bioldgicos y/o quimicos se habian descrito.

Adicionalmente se buscaron informes del uso tradicional de las plantas.

Salidas de campo



Flora principal del municipio

La flora del municipio de Acaxochitldn estd compuesta principalmente por especies de
arboles como eucalipto, pino, encino, ocote, encino negro, oyamel y cedro rojo, asi como
especies no maderables como hongos, palma y musgo. También cuenta con arboles

frutales de manzana, durazno, capulin, pera y chirimoya.

Recopilacion de especies medicinales en diferentes localidades del municipio de

Acaxochitlan

La descripcion de las especies colectadas en las localidades visitadas de este municipio se
muestra en las tablas siguientes. Las especies se agruparon por familia, se incluye el
nombre cientifico, el nombre comun en su caso y los usos medicinales informados o
registrados. En aquellas plantas donde se ha explorado la composicidon quimica se indican

los metabolitos aislados.

Santa Cecilia

Esta localidad es una hacienda donde se rentan cabafias para el descanso. Estd situada al
sur de Acaxochitlan y se encuentra en una zona de bosque. A continuacién se describen

las plantas identificadas.



Heterotheca inuloides Cass.

Familia: Asteraceae
Nombre comtin: Arnica, arnica falsa.
Uso: contusiones (antiinflamatorio),

heridas, analgésico.?

Parte estudiada: aérea Principales compuestos aislados Referencia
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Stevia eupatoria (Spreng.) Will.
Familia: Asteraceae

Nombre comtun: Hierba del borrego, cola de
borrego.

Uso: no registrado

Parte estudiada: raices Principales compuestos aislados Referencia
16
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Stevia jorullensis Kunth.
Familia: Asteraceae
Nombre comun: Roselina

Uso: no registrado

Parte estudiada: raices y aérea Principales compuestos aislados

Referencia
17
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Stevia serrata Cav.
Familia: Asteraceae
Nombre comun: Cola de borrego, chile

burro.

Uso: malestares intestinales!8

Parte estudiada: raices y aérea Principales compuestos aislados Referencia
18
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Geranium schiedeanum Schl.

Familia: Geraniaceae
Nombre comun: Pata de ledn

Uso: lavado de heridas, para la fiebre'®

No se han encontrado estudios quimicos de

esta especie.

Monnina ciliolata D.C.

Familia: Polygalaceae
Nombre comun: Tifiidora, tintorea

Uso: alivia el susto!®

No se han encontrado estudios quimicos de

esta especie.



Prunella vulgaris L.

Familia: Lamiacea (Labiatae)
Nombre comun: Hierba del cancer
Uso: lavado de heridas, ulceras, hernias,

cancer de la matriz.2°

Parte estudiada: Aérea Principales compuestos aislados Referencia
21, 22
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Buvardia ternifolia (Cav.)

Schlecht.

Familia: Rubiaceae
Nombre comun: Trompetilla,
Trompetilla roja

Uso: Piquetes y mordeduras de insecto,

hemorragia nasal, para el sarampion.!?

Parte estudiada: ramas, hojas, Principales compuestos aislados Referencia
flores 23
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Penstemon roseus (Sweet.) G.

Don.

Familia: Scrophulariaceae

Nombre comun: Jarritos, chulpa, cantaritos
Uso: Heridas infectadas, para quitar el
susto, picaduras de insectos, para hacer

limpias.!?

No se han encontrado estudios quimicos de

esta especie.

Eryngium carlinae De Lar

Familia: Umbelliferae
Nombre comun: Hierba del sapo
Uso: Calculos renales y otros problemas en

los riflones.1?

No se han encontrado estudios quimicos de

esta especie.



Chimalapa

En la localidad de Chimalapa, situada al norte y a 10 Km de Acaxochitlan, predominan la
zarzamora, el durazno, el capulin, el acachul, los helechos y en menor abundancia el
gordolobo y el eupatorio. A bordo de carretera se pudo apreciar con relativa abundancia

Digitalis purpurea. Las plantas identificadas en la localidad se enlistan a continuacion.

Gnaphalium sp.

Familia: Asteracea

Nombre comun: Gordolobo

Uso: Enfermedades respiratorias?®, contra dolor
abdominal, los dolores causados por
reumatismo, sirve para desinflamar

guemaduras.t?

Parte estudiada: Principales compuestos aislados Referencia
24
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Rubus sp.

Familia: Rosaceae
Nombre comun: Zarzamora

Uso: Comestible, elaboracion de
mermeladas®, se estudia contra células
cancerigenas®

Principales compuestos aislados Referencia

25,26

HO OH HO OH

castalagina/vescalagina

OH
O OH
H © OH
° O OH
HO 0 o 0
(@]
(@] (0]
HO OH
HO OH
HO
OH

HO

pedunculagina

lambertianina B

OH

OH
OH

OH



Monnina ciliolata DC.

Familia: Polygalaceae
Nombre comun: Tifidora, tintérea

Uso: Relajante?®

No se han encontrado estudios quimicos de

esta especie.

Penstemon roseus (Sweet.) G.

Don

Familia: Scrophulariaceae

Nombre comun: Jarritos, chulpa, cantaritos
Uso: Para curar heridas infectadas, relajacion,
el aire, alivia picaduras de insectos, hacer

limpias®®

No se han encontrado estudios quimicos de

esta especie.



Phytolacca icosandra L.

Familia: Phytolaccaceae
Nombre comun: Acachul

Uso: Elaboracion de vino

No se han encontrado estudios quimicos de

esta especie.



Digitalis purpura L.
Familia: Scrophulariaceae
Nombre comun: Digitalis

Uso: Tranquilizante!?, contra enfermedades

cardiacas®?’

Parte estudiada: hojas, flores Principales compuestos aislados Referencia
9,27,28

OH R = H, purpureaglicosido A
R = OH, purpureaglicosido B
R = O,CH, glucogitaloxina
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Santa Catarina

En esta localidad, situada al norte de Acaxochitldan. Se han identificado algunas plantas
medicinales como Gnapahlium (gordolobo), Bouvardia ternifolia (trompetilla), y anis, y de
manera importante la planta Annona cherimola (chirimoya). Esta Ultima especie es un
arbol cuyo fruto es comestible, aunque se debe tener cuidado con el consumo de las

semillas, dado que es conocido que pueden ser toxicas.
Annona cherimola Mill.

Familia: Annonaceae
Nombre comun: Chirimoya
Uso: contra la diarrea, infecciones

intestinales y ulceras.

Parte estudiada: semillas Principales compuestos aislados Referencia
29,30, 31
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1.4 CONCLUSIONES

Se llevaron a cabo salidas de campo a diferentes localidades del municipio de
Acaxochitlan, Hidalgo, donde se realizé la busqueda de especies medicinales, las cuales
fueron colectadas y preparadas para su identificacién botdnica. Posteriormente, se hizo
una revision bibliografica de las plantas para conocer qué estudios quimicos y biologicos
se han llevado a cabo sobre ellas. Esto permitido conocer los metabolitos principales de
cada especie, y que algunas de ellas todavia no han sido exploradas en su composicién
guimica. De algunas de estas plantas se ha descrito su actividad bioldgica y uso tradicional
para tratar enfermedades como malestares gastrointestinales, infecciones, inflamacidn,
cancer y desérdenes cardiacos. Sin embargo, se aprecido poca abundancia natural de la

mayoria de ellas, lo cual no permitiria su empleo como plantas comerciales.

De todas la especies identificadas en este trabajo, se perciben dos especies que pudieran
tener un uso comercial y medicinal importante, debido a que son abundantes y pudiesen
ser cultivables: la zarzamora (Rubus sp.), de la cual se han realizado estudios contra células
cancerigenas, y la chirimoya (Annona cherimola), de la que se ha descrito que tiene
metabolitos con actividad bioldgica contra el cancer. La zarzamora se encontrd en casi
todo el municipio de Acaxochitlan, principalmente en la localidad de Chimalapa, mientras

gue la chirimoya se encontré en Sta. Catarina.



PARTE 2
Estudio quimico de Geranium bellum, Geranium seemannii y

Geranium potentillaefolium

G. bellum Rose G. seemannii Peyr. G. potentillaefolium DC.



2.1 ANTECEDENTES

Descripcion y caracterizacion de Geranium

Por su clasificacion taxondmica el género Geranium se encuentra dentro de la familia
Geraniaceae Juss, la cual incluye entre alrededor de diez géneros a los que pertenecen
unas 750 especies. Los géneros mas conocidos son Geranium para especies silvestres y
Pelargonium para especies de jardineria®2. Las imdgenes que se muestran a continuacién

permiten distinguir bien entre estos dos géneros.

- .Y
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Geranium Pelargonium

Los nombres de estos géneros normalmente se confunden debido a que el término
“geranio” es el nombre comun de ciertas especies de Pelargonium. Los nombres de estas
especies provienen del griego y se refieren a las formas semejantes a picos de aves que
adquieren sus frutos. Asi, Geranium proviene de geranos que significa grulla vy

Pelargonium deriva de pelargos, que significa cigliefia.3?



En el Estado de Hidalgo se han descrito 8 especies endémicas de Geranium, las cuales se

describen en la Tabla 2.1.33

Tabla 2.1. Especies de Geranium endémicas del Estado de Hidalgo

Especie Ubicacion geografica

G. bellum Rose Acaxochitlan, Epazoyucan, Huasca de
Ocampo, Mineral del Chico, Mineral de la

Reforma, Omitlan de Juarez.

G. cruceroense Kunth Todo el Estado de Hidalgo

G. hernandesii Moc. & Sessé ex DC. Todo el Estado de Hidalgo

G. latum Small Todo el Estado de Hidalgo

G. lozani Rose Epazoyucan

G. potentillaefolium DC. Epazoyucan, Huasca de Ocampo, Mineral del

Chico, Mineral de la Reforma.

G. schiedeanum Schl. Mineral del Chico, Mineral de la Reforma.
G. seemannii Peyr. Acaxochitlan, Epazoyucan, Huasca de
Ocampo, Mineral del Chico, Mineral de la

Reforma, Omitlan de Juarez, Pachuca.




Actividad bioldgica y compuestos quimicos de especies de Geranium

Existen estudios farmacoldgicos de especies de Geranium, en los que se reporta su
actividad bioldgica: astringente, diurética, ligeramente hipoglucemiante3*, antioxidante®,

antiviral3®, antiinflamatoria’, antidiarreica3® y contra el virus de hepatitis B3.

Entre los compuestos de mayor importancia aislados de la especies de Geranium se
encuentran los taninos, entre los que destacan geraniina y corilagina. La geraniina es
considerado como un tanino hidrolizable, fue aislado de Geranium thumbergii SIEB. Et
Zucc. en 1977 por Okuda y colaboradores en un intento de obtener el principio activo de
esta planta medicinal, que es uno de los medicamentos mas populares en Japdn contra la
diarrea®®. Tiene actividad astringente3*, es antioxidante, presenta actividad
antihipertensiva*' y recientemente se ha encontrado que inhibe el virus del herpes VSH-

242,

OH

OH

geraniina



La corilagina es un derivado de la geraniina*?, fue aislada inicialmente de Caesalpina
coriaria en 1951 por Schmidt y colaboradores, es un potenciador de antibidticos B-
lactamicos, presenta actividad antiviral y antimicrobiana, es un efectivo antihipertensivo e
inhibe la quitina sintasa®. En la actualidad se ha demostrado que este compuesto también

presenta actividad antiinflamatoria®®, posee actividad antioxidante y hepatoprotectora®®.

OH

OH

OH

OH OH

corilagina

Entre otras especies de Geranium estudiadas se encuentran las siguientes:
Geranium robertianum L. Esta planta se usa para afecciones en los ojos, irritacién ocular y
conjuntivitis, estomatitis, faringitis, gingivitis, herpes, eccemas e infecciones de la piel®®.

Recientemente, un estudio de esta especie mostré que posee actividad antiinflamatoria®’.

Geranium niveum. Esta especie posee actividad antiprotozoaria®’, y de sus raices se
aislaron inicialmente dos protocianidinas, geranina A y geranina B*, y posteriormente, en

el 2001 se aislaron la geranina Cy la geranina D.*
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Geranium sibiricum Linne se usa para tratar la inflamacidn intestinal, es un antioxidante y
se ha encontrado que tiene actividad antiproliferativa en las células hepaticas Chang,>!
mientras que los extractos de Geranium calolinianum L. mostraron actividad contra el

virus de la Hepatitis B (VHB).3°

Recientemente, en nuestro equipo de trabajo se describid el aislamiento y caracterizacién
de los constituyentes antioxidantes de Geranium bellum Rose. De esta planta se aislaron
3-0-3-D-glucopirandsido de [-sitosterol, 3-0-0-L-(2”-O-acetil)arabinofuranésido de
quercetina, avicularina, quercetina, acido galico, galato de metilo, brevifolin carboxilato de

metilo y dehidrochebulato de trimetilo.>?
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3-0O-B-D-glucopiranésido de B-sitosterol

avicularina R = a-L-arabinofuranésido
guercetina R=H
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galato de metilo R = Me brevifolin carboxilato de metilo dehidrochebulato de trimetilo

En el presente trabajo, se continud con el estudio quimico de G. bellum, en adicién de G.

seemanniiy G. potentillaefolium.



2.2 JUSTIFICACION

El estudio quimico de especies medicinales siempre ha permitido contar con sustancias
altamente promisorias para el tratamiento de diversas enfermedades. Actualmente, se
sigue recurriendo al uso de productos naturales para la prevencion o control de varios
padecimientos crénicos o los causados por agentes infecciosos. Esto ha ido en aumento al
reconocer la eficacia de estos recursos, ya que muchas personas, de todas las clases
sociales, confian en las sustancias o productos de origen natural.

Con el estudio quimico de las especies de Geranium descritas en este trabajo, las cuales
han sido empleadas en medicina tradicional, se pretende contribuir al conocimiento de
sustancias naturales que en un futuro pudiesen tener una aplicacion importante para el
tratamiento de enfermedades, y con una metodologia para su aislamiento y

caracterizacion.



2.3 OBJETIVOS

Los objetivos de esta parte consistieron en lo siguiente:

v

Llevar a cabo el estudio quimico de los extractos hexanicos de las raices y parte
aérea de Geranium bellum, G. seemannii y del extracto de acetato de etilo de la

parte aérea de G. potentillaefolium.

Contribuir al conocimiento de sustancias naturales, las cuales pudieran tener un
uso relevante para el tratamiento de algunas enfermedades, particularmente

como agentes antioxidantes.



2.4 RESULTADOS Y DISCUSION

Extractos hexanicos de las raices y parte aérea de Geranium bellum,

Geranium seemannii y Geranium potentillaefolium.

Los extractos hexdnicos tanto de la parte aérea como de las raices de las tres especies se
obtuvieron mediante reflujo por 6 horas y se desengrasaron mediante precipitacion con

MeOH caliente — frio, filtrado y concentrado en el rotavapor.

Los extractos, excepto el de G. potentillaefolim, se sometieron a separacion mediante
técnicas cromatograficas, usando gel de silice como fase estacionaria y mezclas de
hexano-AcOEt-MeOH en diferentes polaridades como eluyente. Las fracciones obtenidas
de cada cromatografia se monitorearon mediante cromatografia en placa fina, lo cual
permitid juntar aquellas que tuvieron la misma relacion de frente (Rf). Las
recromatografias sucesivas de cada fraccion en las mismas condiciones, condujo al
aislamiento de dos metabolitos principales contenidos en los extractos, en adicion de
sustancias grasas. Los dos metabolitos se analizaron mediante sus datos fisicos vy
espectroscépicos, principalmente por RMN de *H y de 3C, asi como por comparacién con
muestras auténticas obtenidas con anterioridad en nuestro grupo de trabajo. Esto
permitid la caracterizacion de las sustancias como el B-sitosterol (1) y el 3-O-B-D-
glucopirandsido de B-sitosterol (2). En la Figura 2.4.1 se esquematiza el comportamiento
cromatografico que tuvieron los extractos. En todos los casos, el compuesto 1 fue el de
mayor concentracién, obteniendo desde 300 a 600 mg de cada extracto, mientras que del
compuesto 2 se obtuvieron entre 20 y 30 mg de cada uno.

Cabe mencionar que se hizo una comparacion mediante cromatografia en capa fina de los
extractos hexanicos de las raices de las tres especies (ver Parte Experimental), donde se
pudo observar que el B-sitosterol (1) también es el metabolito mas abundante en el

extracto de G. potentillaefolium.



Extractos hexanicos
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columna, gel de silice
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Figura 2.4.1. Separacién cromatografica de los extractos hexanicos de las raices y parte

aérea de G. bellum, G. seemanniiy G. potentillaefolium.
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El B-sitosterol (1) es un compuesto muy comun en casi todas las plantas y es considerado
como metabolito secundario ya que forma parte de las paredes celulares. Es una sustancia
comercial y sus datos fisicos y espectroscopicos son bien conocidos por lo que su

descripcidn no se incluye en esta parte.

El compuesto 2, aunque también es una sustancia conocida, es menos frecuente que el B-
sitosterol. Su espectro de RMN de 'H se muestra en la Figura 2.4.2 (Tabla 2.2), en el cual,
entre sus sefiales mas significativas, se observd una sefal simple ancha en 5.35 ppm
caracteristica del protdon vinilico H-6, y la sefial doble (/ = 7.7 Hz) en 5.09 ppm
correspondiente al proton anomérico H1’ de la parte de la glucosa. Adicionalmente, entre
3.90y 4.70 ppm se observaron las sefales tipicas de los protones H-6a’ - H6b’ bases de los
OHs del azucar. El protén H-3, base de oxigeno de la parte B-sitosterol, se aprecié cercano
a 4 ppm sobrepuesta con H-5". La comparacion de sus datos de RMN de 3C (Figura 2.4.3,
Tabla 2.3) con una muestra auténtica, asi como con datos de la literatura,”® permitié

confirmar la estructura de esta sustancia como el 3-O-B-D-glucopirandsido de B-sitosterol

(2).
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Figura 2.4.2. Espectro de RMN de 'H (400 MHz) de 3-O-B-D-glucopirandsido de B-sitosterol (2) en piridina-ds.
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Figura 2.4.3. Espectro de RMN de 3C (100 MHz) del 3-O-B-D-glucopirandsido de B-sitosterol (2) en piridina-ds.



Tabla 2.2. Datos de RMN de 'H experimentales y de la literatura®? del 3-O-B-D-

glucopirandsido de B-sitosterol (2), desplazamientos quimicos (8) en ppm, en piridina-ds.

H 6 experimental 6 literatura

2 2.13m 2.14m

6 5.37s 5.35

18 0.67 s 0.66

i 5.09(d,J=7.7) 5.04(d,J=7.7)

2 4.09 (dd,J=38,7.7) 4.04 (dd,/=7.7,7.5)
6a 4.60 (dd,J=2.2,11.7) 4.55 (dd, J=2.5,11.8)
6b 4.45 (dd,J=5.1, 11.7) 4.40 (dd, J=5.2,11.8)




Tabla 2.3. Datos de RMN de 3C experimentales y de la literatura®? del 3-O-B-D-
glucopiranosido de B-sitosterol (2), desplazamientos quimicos (6) en ppm, en piridina-ds.

Cc 6 experimental 8 literatura
1 37.36 37.49
2 31.94 30.21
3 78.38 78.38
4 39.22 39.31
5 140.79 140.95
6 121.80 121.90
7 30.12 32.14
8 32.06 32.04
9 50.22 50.34
10 36.27 36.08
11 21.16 21.26
12 39.83 39.95
13 42.36 42.47
14 56.71 56.83
15 24.39 24.48
16 28.43 28.50
17 56.12 56.25
18 11.86 11.95
19 19.30 19.39
20 36.81 36.36
21 18.89 18.99
22 34.09 34.20
23 26.26 26.40
24 45.92 46.04
25 29.85 29.47
26 19.09 19.20
27 19.86 19.94
28 23.27 23.38
29 12.04 12.13
1 102.46 102.57
2 75.23 75.27
3 78.50 78.54
4 71.58 71.67
5 77.98 78.13
6 60.85 62.82




Extracto de acetato de etilo de la parte aérea de Geranium

potentillaefolium

El extracto de AcOEt de la parte aérea (hojas, tallos y flores) de G. potentillaefolium se
obtuvo mediante reflujo por 6 horas, filtrado y concentrado en el rotavapor. Este extracto
se desengrasé mediante la adicion de MeOH, calentamiento, reposo durante 24 h, filtrado
y concentrado. La adicién de una mezcla de MeOH-H,0 (1:1) a este producto, dio lugar a
la obtencidon de una parte soluble (denominada Fraccion Polar) y otra parte insoluble
(etiguetada como Fraccién no Polar). La Fraccidn Polar se filtro y se concentré en el
rotavapor para obtener un residuo, el cual se sometié a separacidn cromatografica
empleando Sephadex LH-20 como fase estacionaria y mezclas de MeOH-H,0 como fase
movil (eluyente). Esto permitié el aislamiento de los metabolitos acido galico (3), (-)-
corilagina (4), geraniina (5), quercetina (6) y kaempferol (7) y de acuerdo como se muestra
en la Figura 2.4.4. Cada fraccion obtenida de la cromatografia se monitoreé mediante

cromatografia en capa fina.
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Figura 2.4.4. Separacidon cromatografica del extracto de AcOEt de la parte aérea de G.

potenillaefolium



Por otro lado, la separacion cromatografica de la Fraccidn no polar, usando gel de silice y
como eluyentes hexano, CHCls;, AcOEt, acetona y H;0, condujo a la obtencion del

glucdsido de B-sitosterol (2).

Todos los compuestos se caracterizacion mediante sus datos fisicos y sus propiedades
espectroscépicas, principalmente por RMN de 'H y de 13C, de la manera como se describe

en seguida.



El espectro de RMN de H de acido gélico (3) (Figura. 2.4.5) es muy simple, practicamente
solo se observa una sefial simple en 6.91 ppm que es caracteristica de los protones 2 y 6
del anillo aromatico. Esta sustancia ya ha sido obtenida en nuestro grupo de trabajo y la
comparacion de su espectro con el espectro de una muestra auténtica, en adicion de la

comparacion mediante cromatografia en capa fina, permitio su caracterizacion.
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Figura 2.4.5. Espectro de RMN de *H (400 MHz) de acido galico (3) en DMSO-d;



La corilagina (4) se aislé en forma de hojuelas de color café claro. En su espectro de *H
(Figura 2.4.6) se observaron tres sefiales simples en 6.68, 6.83 y 7.12 ppm que se
asignaron los protones H-2 y H-6 del anillo A (galoilo), a H-3 del anillo B y H-3 del ciclo C,
respectivamente. De la misma manera se aprecido una senal simple en 6.36 ppm que
correspondié al protdn anomérico H-1 del aziucar. Entre 4 y 5 ppm se observaron las

senales de los demas protones de la azucar (Tabla 2.4).

Tabla 2.4 Datos de RMN de 'H (400 MHz) de corilagina (4) en acetona-ds.>*

Experimental literatura

H 6 en ppm (m, J en Hz) 6 en ppm (m, J en Hz)

1 6.36 (d, 2.2) 6.38 (d, 2)

2 4.05s 4.06s

3 4.81s 4.82s

4 4.44s 4.46s

5 4.50 (t, 9.52) 4.52 (t, 10.8)

6b 4.11 (dd, 11, 8.04) 4.11m

6a 4.88 (t, 11) 4.95 (t, 10.8)

3C 6.68s 6.71s

3B 6.83s 6.82s
2A, 6A 7.12s 7.12s
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Figura 2.4.6. Espectro de RMN de *H (400 MHz) de corilagina (4) en acetona-ds.

4.0



Para la caracterizacion de del compuesto 4, se analizé el espectro de RMN 3C (Figura.

2.4.7) del cual se obtuvieron los siguientes datos (Tabla 2.5).

Tabla 2.5. Datos de RMN de 3C (400 MHz) de corilagina (4) en acetona-ds>* °°.

Experimental Literarura
C 6 en ppm 6 en ppm
4 61.4 61.7
6 63.6 64.8
2 68.4 68.3
3 70.2 70.2
5 74.9 74.9
1 93.4 94.0
3B 107.3 107.5
3C 109.1 109.8
2A,6A 110.0 110.3
1B 115.3 115.3
1C 115.9 116.3
1A 119.9 119.8
2B 124.7 124.6
2C 124.9 124.9
5B 135.8 136.1
5C 136.3 136.8
4A 138.6 139.2
4B 144.2 144.3
4C 145.2 145.3
C=0A 164.5 165.5
C=08B 166.5 167.0
C=0CcC 167.8 168.5
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Figura 2.4.7. Espectro de RMN de *3C (100 MHz) de corilagina (4) en acetona-ds.



La geraniina (5) se obtuvo en forma de hojuelas de color café oscuro. Se caracterizd
mediantes sus datos de RMN de 'H (Figura 2.4.9) los cuales se compararon con la
literatura®®. Es conocido que la geraniina en solucién tiene un comportamiento de una
mezcla de dos compuestos isoméricos, siendo la parte de los anillos D y E en donde recae
este isomerismo. El oxigeno que hace el puente entre los dos anillos en uno de los casos
forma un heterociclo de 6 miembros y en el otro caso uno de cinco. Este equilibrio se
inicia cuando el compuesto se disuelve en una mezcla de acetona-agua, en la cual es
soluble, y a medida que va transcurriendo el tiempo se va formando el isdmero de cinco
miembros. Cuando transcurren unas 12 horas se puede observar cantidades equimolares
de cada isémero. En este caso, en la figura 2.4.8, se muestra el espectro de 'H de la
sustancia cuando habian transcurrido aproximadamente 15 minutos desde su disolucidn.
Las sefales corresponden al isdmero de 6 miembros, aunque ya se puede observar un
conjunto de sefiales pequenas correspondientes al otro isdmero. Estas sefales se
etiquetaron con numeros en primas. En la tabla 2.6 se dan los desplazamientos

observados para este tanino.
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Figura 2.4.8. Espectro de RMN H (400 MHz) geraniina (5) en acetona-ds — D,0 (9:1)




Tabla 2.6. Datos de RMN de 'H (400 MHz) de la geraniina (5) en acetona-ds-D;0.

H 6H /ppm
El 5.15s
E3 6.48s
E1” 4.94s
E3” 6.21s
A 7.15s
B 7.08s
D 7.17s
A” 7.14s
B” 7.03s
D” 7.21s

Aunque la estructura y configuracion absoluta de la geraniina (5) ya ha sido establecida y
corroborada por difraccién de rayos-X,** se decidié llevar a cabo una hidrdlisis acida de
este compuesto en la cual se pudieron obtener el acido galico (3) el acido eldgico (5a), en
una proporcidn aproximada de 1:1. La formacién de estos compuestos a partir de la

geraniina ya ha sido descrita®® por lo cual se confirma la estructura del tanino 5.

El 4cido eldgico (5a) se caracterizd por RMN 'H (Figura 2.4.9), presentando una sefial
simple en 7.46 ppm debidas a los protones arométicos y obtuvo un espectro de RMN 3C
(Tabla 2.7, Figura 2.4.10) y acido gélico (3) se asigné con RMN de 'H, en donde también se
aprecié una senal simple en 6.91 ppm caracteristica de los protones H-2 y H-6 de este

compuesto.



OH

O
OH
OH
H2$O4 HO
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Tabla 2.7. Datos de RMN de 3C (100 MHz) del 4cido eldgico (5a) en DMSO-ds.>®

Experimental Literarura
C 6 en ppm & enppm
3,3 108.2 107.4
2,2 110.8 110.1
1,1 112.8 112.3
5,5 136.9 136.3
6, 6’ 140.1 139.8
4,4 148.7 148.1
-COO- 159.7 159.1
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Figura 2.4.9. Espectro de RMN H (400 MHz) acido elagico (5a) en DMSO-ds.
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Figura 2.4.10. Espectro de RMN *3C (100 MHz) acido elagico (5a) en DMSO-ds.



El flavonoide quercetina (6) es un metabolito muy conocido que se ha aislado de varias
especies vegetales. Esta sustancia posee propiedades antioxidantes muy importantes y en
varios casos se ha empleado como patrén en ensayos bioldgicos. Sus datos fisicos y
espectroscopicos también son conocidos. En este trabajo se obtuvo como un liquido
ligeramente amarillo, el cual en su espectro de RMN de *H (Figura 2.4.11) se observé el
siguiente conjunto de sefales que son caracteristicas de este compuesto. Una sefial doble
en 7.67 ppm con acoplamiento meta (J= 1.8 Hz) correspondiente al protén H-2’, en 7.53
ppm una sefial doble de dobles con acoplamientos orto y meta (J= 8, 1.8 Hz) debida a H-6’,
una sefial doble en 6.87 ppm con acoplamiento orto (J = 8 Hz) para H-5', y las sefales
dobles en 6.16 y 6.38 ppm, con constantes de acoplamiento meta (J = 1.8 Hz) y acopladas

entre si, correspondientes a los protones H-8 y H-6, respectivamente (Tabla 2.8).

Tabla 2.8. Datos de RMN de 'H (400 MHz) de quercetina (6) en DMSO-ds.

H 6 /ppm (mult., J en Hz)
6 6.16 (d, 1.8)

8 6.38 (d, 1.8)

2’ 7.67 (d, 1.8)

5 6.87 (d, 8.0)

6 7.53 (dd, 1.8, 8.0)




Figura 2.4.11. Espectro de RMN de 'H (400 MHz) de quercetina (6) en DMSO-d;



El kaempferol (7) también es un flavonoide conocido, aunque un poco menos abundante
gue la quercetina. Sus datos fisicos y espectroscépicos ya han sido descritos. En su
espectro de RMN de 'H (Figura 2.4.12) se aprecio la sefial simple en 12.50 ppm tipica del
hidrogeno del OH en C-5, debida al puente de hidrogeno que se forma con el oxigeno del
carbonilo, en 8.05 y 6.91 ppm se observaron dos sefiales dobles con constantes de
acoplamiento orto (J = 8.0 Hz) debidas a los protones H-2' y H-6’ y a H-3" y H-5,
respectivamente. H-2 y H-6’, al igual que H-3’ y H-5’ tienen el mismo desplazamiento
debido a la simetria que presenta este anillo aromatico (anillo B). Finalmente, las sefiales
correspondientes a los protones H-6 y H-8 se observaron como sefiales dobles con
constantes caracteristicas meta (J = 1.8 Hz) en 6.19 y 6.44 ppm, respectivamente (Tabla

2.9).

Tabla 2.9. Datos de RMN de 'H (400 MHz) del kaempferol (7) en DMSO-ds

H 6H /ppm (mult, J en Hz)
6 6.19 (d, 1.8)
8 6.44 (d, 1.8)
2’ 8.05 (d, 8.0)
3 6.91 (d, 8.0)
5 6.91 (d, 8.0)
6 8.05 (d, 8.0)




2' 6' 3| 5|

7
ol
OHenC-5
WM b m b W}LL‘AAJLF vk m-’““j A.».WMW‘,JL_J)&___
T ‘ \\\\\\\\\ ‘ \\\\\\\\\ ‘ \\\\\\\\\ ‘ \\\\\\\\\ ‘ \\\\\\\\\ ‘ \\\\\\\\\ ‘ \\\\\\\\\ ‘ \\\\\\\\\ ‘ \\\\\\\\\ ‘ \\\\\\\\\ ‘ \\\\\\\\\ ‘ \\\\\\\\\ ‘ L
13.0 12.0 11.0 10.0 9.0 8.0 7.0 6.0 5.0 4.0 3.0 2.0 10

Figura 2.4.12. Espectro de RMN de 'H (400 MHz) de kaempferol (7) en DMSO-ds



2.5 CONCLUSIONES

+ Sellevd a cabo el estudio quimico de los extractos hexanicos de la raices y parte aérea
de Geranium bellum, Geranium seemannii y Geranium potentillaefolium de donde se

aislaron B-sitosterol (1) y 3-0-B-D-glucopirandsido de B-sitosterol (2).

HO
O
HO
OH

+ Del extracto de AcOEt de la parte aérea de G. potentillaefolium se obtuvo 3-O-B-D-
glucopirandsido de B-sitosterol (2), (-)-corilagina (3), quercetina (4), acido galico (5),

kaempferol (6) y geraniina (7).

O

HO



Debido a las propiedades bioldgicas conocidas para los compuestos aislados en este
trabajo, principalmente los taninos geraniina (5) y corilagina (4), asi como los
flanoides quercetina (6) y kaempferol (7), este trabajo contribuye con una
metodologia para el aislamiento y caracterizacién de sustancias naturales con
potencial actividad bioldgica como antioxidantes y antivirales, a partir de especies de

Geranium.



2.6 PARTE EXPERIMENTAL

La cromatografia en capa fina (CCF) se realizé en cromatofolios de aluminio recubiertos
con gel de silice 60 F254 con un espesor de 0.2 mm. Las soluciones reveladoras que se
utilizaron para identificar triterpenos, taninos y flavonoides fueron: sulfato cérico (IV)
amoniacal en solucidon de H,SO04/H,0 al 5%, FeCls al 1% en MeOH vy el reactivo conocido

I”

como “Natural Products - polyethyleneglycol” (NP/PEG), el cual consiste en esparcir en el
cromatofolio una solucion al 1% de acido difenil borinico B-etilaminoéster en metanol

(NP), seguido de una solucién al 5% de polietilenglicol-4000 en etanol (PEG).

La separacion cromatografica se llevd a cabo en columnas de vidrio de 2.0 y 0.5 cm de
diametro interno usando gel de silice marca Merck, (230-400 mesh ASTM) tamafio de

particula 0.2-0.063 mm, Sephadex LH-20 y gel de silice C-18.

La caracterizacion de los compuestos se llevé a cabo principalmente mediante RMN de H
(400 MHz) y de 13C (100 MHz), obtenidos en un espectrometro Jeol Eclipse 400, usando los
disolventes DMSO-ds, CDCls, piridina-ds y acetona-ds.



Colecta de especies y Obtencion de extractos

G. bellum Rose, G. potentillaefolium DC. y G. seemannii Peyr. se colectaron en los meses
de Junio-Agosto del 2007 y 2008 en Epazoyucan, Hidalgo. Un espécimen de cada planta se
envié al Herbario del Centro de Investigaciones Bioldgicas de la UAEH para su
identificacion botanica por parte del M.C. Manuel Gonzalez Ledesma, con los siguiente
numeros de depdsito (JM Torres-Valencia 59, JM Torres-Valencia 60 y JM Torres-Valencia
61, respectivamente). Las especies se dividieron en parte aérea y raices, se secaron a la
sombra y se obtuvieron los extractos de hexano, AcOEt y MeOH mediante reflujo por 6 h,
filtrado y concentrado en el rotavapor. Los extractos de hexano y AcOEt desengrasaron

mediante precipitacion con MeOH caliente-frio, filtrado y concentrado en el rotavapor.



Separacion del extracto hexanico de las raices de Geranium bellum

El extracto hexanico (1g) se cromatografié usando una columna cromatografica (CC) de 2
cm de didmetro interno y 60 cm de largo, con 10 g de silice como fase estacionaria y
usando como eluyentes mezclas de Hex-AcOEt-MeOH en fracciones de 100 mL (Tabla
2.10). La muestra se adsorbié en 2 g de silice y se aplicé en seco en la columna, eluyendo
con diferentes mezclas para obtener 10 fracciones que se etiquetaron con las letras A a la

J, este proceso se repitié dos veces.

Tabla 2.10. Mezclas de disolventes usadas durante la separacién cromatografica del
extracto hexanico de G. bellum.

Cantidad de disolvente usado (mL) y fracciones obtenidas
Hex 100 90 80 70 60 50 30 20
AcOEt 10 20 30 40 50 70 80 100
MeOH 100
Fraccion A B C D E F G H I J

Las fracciones obtenidas se monitorearon mediante cromatografia en capa fina (CCF)
usando como eluyente mezclas de Hex-AcOEt y CHCIs-MeOH, revelando con sulfato cérico

amoniacal, como se muestra en las siguientes figuras.



Fracciones A-D eluyente Hex-AcOEt (8:2)
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Se pesaron las fracciones obtenidas cuyos pesos en mg se muestran en la Tabla 2.11.



Tabla 2.11. Peso de las fracciones de las cromatografias del extracto de las raices de

G.bellum.

Fraccion Cromatogradfia 1 (mg) Cromatografia 2 (mg)
A 75 85
B 398 405
C 197 194
D 95 98
E 67 62
F 32 48
G 28 29
H 18 15
I 22 6
J 43 15

Las fracciones A y B de la primera cromatografia, se analizaron mediante espectrometria
de masa acoplado a cromatografia de gases, indicando la presencia de alcanos de cadena
larga y acidos grasos, por lo que se decidid no continuar con su separacion.

En las fracciones D—G se aprecié poca muestra, compuesta por una mezcla de varias
sustancias por lo que se decidié no continuar con su separacion.

La fraccién | se compard por CCF con una muestra auténtica de glucésido de B-sitosterol,
usando como mezcla eluyente CHCI-MeOH (9:1) y revelando con sulfato cérico

amoniacal, como se muestra a continuacion.

Fraccion | Muestra

/ auténtica
®

2

De esta manera se pudo conocer que la fraccidn | contenia principalmente el compuesto

(2).



Por otro lado, las fracciones C (197 mg) y C2 (194 mg) se juntaron ya que ambas
presentaron cristales al evaporarse el disolvente, los cristales fueron lavados con hexano,
con lo que se obtuvieron 346 mg del compuesto 1.

Las fracciones H, H2, 12, J y J2 (79 mg) se unieron con base a su comparacién por CCF, asi
como por presentar el compuesto 2.

La fraccidn | (22 mg) de la primera columna se caracterizdé de forma aislada y presento el

compuesto 2 de forma pura.



Separacion del extracto hexanico de la parte aérea de Geranium bellum

El extracto hexdnico de la parte aérea (tallos, hojas y flores) (3 g) se cromatografié usando
una columna de 2 cm de didmetro interno y 60 cm de largo, con 10 g de silice y usando
como eluyente mezclas de Hex-AcOEt-MeOH-CHCIs colectando fracciones de 100 mL. La
muestra se mezclé con 2 g de silice gel y se aplicé en seco en la columna eluyendo con

diferentes mezclas, obteniendo 10 fracciones etiquetadas de la A a laJ (Tabla 2.12).

Tabla 2.12. Mezclas de disolventes usadas durante la cromatografia en columna del
extracto hexanico de la parte aérea de G. bellum.

Cantidad de disolvente usado (mL) y fracciones obtenidas
Hex 100 90 80 70 60 50 30 20
AcOET 10 20 30 40 50 70 80 100
MeOH 70
CHCIs 30
Fraccién A B C D E F G H | J

Se pesaron las fracciones obtenidas como se muestran en la Tabla 2.13.

Tabla 2.13. Peso de las fracciones de la cromatografia del extracto hexanico de las raices

de G. bellum.

Fraccién Peso (mg)
A 182
B 562
C 288
D 237
E 150
F 116
G 88
H 45
| 31
J 125




La fraccidon A de la cromatografia, se sometid a una espectrometria de masa, en donde se
determind la presencia de alcanos de cadena larga y una abundancia significativa de
acidos grasos.

Las fracciones de B—D se compararon entre si por CCF, revelando la aparicion del
compuesto 1 en la fraccién B (562 mg).

Por ultimo las fracciones D-l presentaron muy poca cantidad de compuestos, por lo que se

decidid no continuar con su caracterizacion.



Separacion del extracto hexanico de la raices de Geranium seemannii

El extracto hexanico de la parte aérea (269 mg) se cromatografié usando una columna de

0.5 cm de diametro interno y 40 cm de largo, empleando 1 g de gel de silice y usando

como eluyente mezclas de Hex-AcOEt-MeOH vy colectando fracciones de 10 mL. La

muestra del extracto se impregno en 0.4 g de gel de silice, se aplico en seco y se eluyd de

acuerdo con la Tabla 2.14.

Tabla 2.14. Mezclas de disolventes usados para la separacién del extracto hexanico de las

raices de G. seemannii.

Cantidad de disolvente usado (mL) y fracciones obtenidas

Hex 10 9 8 7 6 5 3 2
AcOET 1 2 3 4 5 7 8 10
MeOH 10
Fraccion A B C D E F G H I J

Las fracciones se monitorearon mediante CCF usando como eluyente CHCI3-MeOH (8:2) y

se reveld con sulfato cérico amoniacal, como se muestra en la siguiente imagen, en donde

se analizaron las fracciones A-D.

Compuesto de mayor

abundancia \

Se obtuvo el peso de las fracciones obtenidas como se muestran en la Tabla 2.15.



Tabla 2.15. Peso de las fracciones de la cromatografia del extracto hexanico de las raices
de G. seemannii.

Fraccion Peso (mg)

>

31
33
30
19
20
15
8
12
31
10

- — I 6O MmO W

Las fracciones A y B (64 mg) se juntaron con base en su comparacion por CCF y se
recromatografiaron en una columna de 0.5 cm de didmetro interno usando 1 g de gel de
silice y como eluyente hexano, AcOEt, CHCIs y MeOH (Tabla 2.16). Se colectaron 30

fracciones de 2 mL.

Tabla 2.16. Fracciones obtenidas de la fraccion Ay B.

Cantidad de disolvente usado (mL)
Hex 50
AcOEt 10
CHCl3 10
MeOH 10
Fraccion 1-24 25-26 27-29 30

Las fracciones 16-24 se juntaron de acuerdo a la cromatografia en placa y se evaporaron
con aire obteniéndose un polvo blanco (16 mg), el cual después de su analisis por RMN se

concluyé que se trataba del compuesto 1.



Separacion

del extracto hexanico de la parte aérea de Geranium seemannii

El extracto hexanico de la parte aérea (592 mg) se cromatografié usando una columna de

0.5 cm de di

mezclas de H

ametro interno y 40 cm de largo, con 2 g de gel de silice como eluyente

ex-AcOEt-MeOH en fracciones de 20 mL. La muestra se mezclé con 0.4 g de

silice y se aplicé en seco en la columna, posteriormente se eluyd con las mezclas indicadas

en la Tabla 2.17, obteniendo 10 fracciones que se etiquetaron de la A a la K, cuyos pesos

se muestran en la Tabla 2.18. Este proceso se repitid por segunda vez, pero con 1.24g de

extracto..
Tabla 2.17. Mezclas de disolventes usados para separar el extracto hexanico de la parte
aérea.
Cantidad de disolvente usado (mL) y fracciones obtenidas
Hex 20 18 16 14 12 10 6 4
AcOEt 2 4 6 8 10 14 16 20
CHCls 18
MeOH 2 20
Fraccion A B C D E F G H | J K
Tabla 2.18. Peso de la fracciones de la cromatografia del extracto hexanico de la parte
aérea del G. seemannii.
Fraccion Peso (mg) Peso (mg)
A 295 435
B 79 154
C 27 63
D 43 93
E 38 74
F 27 58
G 22 65
H 15 99
I 12 45
J 11 41
K 25 55




En la fraccidon A se observaron sustancias grasas por lo que se decidié no continuar su
purificacién, mientras que de la fraccion B se aislaron 93 mg del compuesto 1.

Las fracciones I, 12 y J (74 mg) se unieron basandose en su comparaciéon por CCF, se
recromatografiaron en una columna de 0.5 cm de didmetro interno, con 350 mg de silice y

eluyendo con CHCl; y MeOH (Tabla 2.19). Se colectaron 58 fracciones de 2 mL.

Tabla 2.19. Mezclas de disolventes usados para separar el extracto hexanico de la parte
aérea.

Cantidad de disolvente usado (mL)

CHCl3 100 100 100
MeOH 1 2
Fraccion 1-8 9-18 19-58

De acuerdo a CCF se junaron las fracciones 19-44 obteniendo un compuesto de color
blanco y aspecto de algoddn (12 mg), el se caracterizé como el glucdsido de B-sitosterol
(2), después de su analisis por RMN y comparacion con una muestra auténtica obtenida

en nuestro grupo de trabajo, como se muestra en la siguiente figura.

Muestra de
Compuesto 2 referencia
obtenido



Comparacion mediante cromatografia en capa fina de los extractos

hexanicos de las raices de las tres especies de Geranium

Los extractos hexdnicos de las raices de las tres especies estudiadas se compararon
mediante CCF, en la cual se incluyeron los compuestos 1 y 2, usando una placa de gel de
silice de 10 x 5 cm, y como eluyente hex-AcOEt (2:3). La placa se revelé con sulfato cérico
amoniacal, como se puede apreciar en la siguiente figura. Esta imagen hace evidente la

abundancia en los tres casos del B-sitosterol (1), el cual tuvo un Rs de 5.4.

Referencia
< ________ .
B-sitosterol
» *J4
_ 277 [l //’ ? \\\
- I \ .
G. bellum // ' N Refelre_nua
3 | glucdsido dep-
G. seemannii |

sitosterol (2)
G. potentillaefoilum



Separacion del extracto de acetato de etilo de la parte aérea de Geranium

potentillaefolium

La adicidon de una mezcla de MeOH-H,0 (1:1, 50 mL) al extracto de AcOEt de la parte
aérea (5.694 g) condujo a la obtencién de una parte soluble, llamada Fraccién polar (4.957
g) y otra parte insoluble, la cual se etiqueté como Fraccién no polar (0.736 g). Cada parte

se tratd por separado.

Fraccion polar

Una alicuota de la Fraccién polar (1.993 g) se cromatografié usando una columna de 2 cm
de didmetro interno y 60 cm de largo, en 50 g de Sephadex LH-20 y usando como
eluyentes H,0-MeOH y MeOH-acetona, y colectando fracciones de 200 mL. La muestra se
disolvié previamente con 5mL de una mezcla de H,0-MeOH (1:1) y la columna se equilibro
con H,0. Posteriormente se eluyd con las mezclas que se describen en la Tabla 2.20, para

obtener 12 fracciones cuyos pesos se muestran en la Tabla 2.21.

Tabla 2.20. Mezclas de disolventes usados para separar la Fraccion polar del extracto de
AcOEt de la parte aérea.

Cantidad de disolvente usado (ml) y fracciones obtenidas

H,O 200 180 160 140 120 100 80 60 40
MeOH 20 40 60 80 100 120 140 160 200 100
acetona 100 200

Fraccion 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12




Tabla 2.21. Peso de las fracciones de la cromatografia de la Fraccion polar del extracto de
AcOEt de la parte aérea de G. potentillaefolium.

Fraccion Peso (mg)
1 654
2 81
3 83
4 128
5 92
6 103
7 414
8 131
9 17
10 24
11 11
12 5

Las fracciones 2—12 se trabajaron con base en sus perfiles de CCF, usando una mezcla de
CHClz-acetona-H,0 (1:3:0.2) y se reveld con FeClz al 1% en MeOH y NP, como se muestra

en las siguientes figuras.

Revelada con FeClsal 1% en MeOH Revelada con NP




La fraccion 3 (83 mg) se recromatografido en una columna de 0.5 cm de didmetro interno
usando 0.5 g de gel de silice utilizando como eluyente CHCls-AcOEt-acetona-MeOH (Tabla

2.22). Se colectaron 34 fracciones de 2 mL.

Tabla 2.22. Mezcla de disolventes de la recromatografia de la fraccion 3.

Cantidad de disolvente usado (mL) y fracciones obtenidas
CHCl3 20 10
AcOEt 10 20
acetona 10
MeOH 10
Fraccion 1-9 10-18 19 - 27 28-34

Las fracciones 20-23 de esta cromatografia se unieron con base en sus perfiles en CCF,

obteniendo 30 mg del compuesto 3.

Por otro lado, la fraccion 4 (0.128g) de la cromatografia de la Fraccion polar se purificé en
una columna de 0.5 cm de didmetro interno usando 1 g de gel de silice C-18 y H,0-
MeOH (9:1) como eluyente. Se colectaron 6 fracciones de 2 mL, a las cuales se les
determind una CCF para observar su pureza. De estas fracciones se obtuvieron 116 mg

de un compuesto de color café claro, que se identific6 como el compuesto 4.

Compuesto 4



Hidrolisis de la geraniina

319 mg de la fraccién 7 (obtenida una segunda cromatografia), mas 299 mg de la misma
fraccién de la primera cromatografia (del extracto de AcOEt de G. potentillaefolium) se
colocaron en un matraz redondo de 100 mL y se adicionaron 50 mL de H,SO4 al 5%, con
calentamiento durante 6 horas. Posteriormente, se dejd enfriar la solucion observando la
formacioén de un precipitado, luego se filtré y se lavé con 10 mL de MeOH. El precipitado
se redisolvid en piridina y se dejé en reposo con lo cual se obtuvieron cristales en forma
de agujas, cuyo analisis espectroscopico y CCf comparado con una muestra auténtica,
condujo a la identificacion de esta sustancia como el acido eldgico (5a).

Por otro lado, la sulucion filtrada se concentrd y se sometié a purificacion mediante
cromatografia en columna, usando gel de silice y mezclas de CHCIl3-AcOEt (Tabla 2.23). Se

colectaron 20 fracciones de 5 mL.

Tabla 2.23. Mezcla de disolventes para la purificaciéon del compuesto 5.

Cantidad de disolvente usado (mL)

CHCl5 50 25
AcOEt 25
Fraccion 1-8 9-20

Las fracciones 13 y 14 se unieron con base en sus perfiles en CCF, obteniendo 63 mg del

compuesto del acido galico (5).

La fraccion 8 (131 mg) se recromatografio en una columna de 0.5 cm de didametro interno
usando 1 g de gel de silice C-18 y como eluyentes H,O-MeOH (Tabla 2.24). Se colectaron

48 fracciones de 2 mL.



Tabla 2.24. Mezcla de disolventes para la cromatografia de la fraccion 8.

Cantidad de disolvente usado (mL) y fracciones obtenidas
H.O 9 8 7 6 5 4
MeOH 1 2 3 4 5 6
Fraccion 1-5 6-9 10-17 18-23 24-31 32-48

Las fracciones 34-43 (50 mg) se unieron con base en sus perfiles en CCF, se aplicaron a
una placa preparativa utilizando una mezcla de CHCI3-MeOH (9:1) y se corrid la muestra
dos veces. Posteriormente, se separd la franja con Rt 0.68 (color naranja en la siguiente

figura) y se extrajo con MeOH para obtener 13 mg del compuesto 6.

Compuesto6 _____________ >3 e .~

b Compuesto 7



Se realizé una segunda cromatografia del extracto de AcOEt de la parte aérea de

Geranium potentillaefolium (1.5 g), en gel de silice y usando las mezclas de los disolventes

de acuerdo con la Tabla 2.25. En esta ocasién se colectaron fracciones de 300 mL, a las

cuales se les analizé por CCF.

Tabla 2.25. Mezclas de disolventes usados para separar el extracto de AcOEt de la parte

aérea.
Cantidad de disolvente usado (mL) y fracciones obtenidas
H,0 300 270 240 210 180 150 90 60 30
MeOH 30 60 90 120 150 210 240 270 300
acetona
Fraccion 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

La fraccién 8 (103 mg) se recromatografié en una columna de 0.5 cm de didmetro interno

usando 1 g de gel de silice y utilizando como eluyente CHCl;-MeOH (Tabla 2.26). Se

colectaron 40 fracciones de 5 mL.

Tabla 2.26. Mezcla de disolventes para la recromatografia de la fraccion 8.

Cantidad de disolvente usado (mL) y fracciones obtenidas

CHCls 20 20 20 20 20 20 20 20 20
MeOH 0.05 0.10 0.15 0.20 0.25 0.30 0.35 0.40
Fraccion 14 5-8 9-12 13-16 17-20 21-30 31-34 35-39 40

La fraccion conteniendo los eluaros 19-34 se unieron con base en sus perfiles en CCF,

permitiendo obtener 32 mg del compuesto 7.



Fraccion no polar del extracto de acetato de etilo de la parte aérea de

Geranium potentillaefolium

La Fraccion no polar (1 g) del extracto de AcOEt de la parte aérea de Geranium

potentillaefolum, se separd usando una columna de 2 cm de diametro interno x 60 cm de

largo, 10 g de gel de silice, y Hex, CHCls, AcOEt, acetona y H,O como eluyentes y

colectando fracciones de 100 mL. La muestra se mezcld con 2 g de gel de silice y se aplico

en seco en la columna. Se colectaron 12 fracciones de acuerdo con la siguiente Tabla 2.27,

y se analizaron por CCF. Los pesos de estas fracciones se muestran en la Tabla 2.28.

Tabla 2.27. Mezclas de disolventes usados para separar el extracto hexanico de la parte

aérea (hojas, tallos y flores).

Cantidad de disolvente usado (mL) y fracciones obtenidas

Hex
CHCls
AcOEt
acetona
H.0

Fraccion

100

70 50 30
30 50 70 100 70 50 30
30 50 70 100 50
50 100

90
10
12




Tabla 2.28. Peso de la fracciones de la cromatografia de la Fraccidn no polar del extracto
de AcOEt de G. potentillaefolium.

Fraccion Peso (mg)

62
103
34
103
85
62
43
22
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La fraccidn 8 de esta cromatografia presentd un precipitado color café claro (22 mg) el
cual se identific6 mediante sus datos de RMN y comparacidon en CCF con una muestra

original, como el glucésido de B-sitosterol (2).
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