QUERCITRINA:
Un flavoide con actividad hipotensora,
Obtenido del Croton glabellus

Trabajo realizado en los Laboratorios de Fito-
quimica y Farmacologia del Departamento de
Farmacia de la Universidad Nacional, con los
aportes del Departamento de Farmacia, Colcien-
cias y el CINDEC (Consejo de Investigaciones y
Desarrollo Cientifico de la Universidad Nacio-
nal).

INTRODUCCION

La comprobacion de la accidn medicinal de
algunas plantas colombianas, es una de las lineas
de investigacion del Departamento de Farmacia
de la Universidad Nacional. El estudio de estas
plantas se ha enfocado tanto desde el punto de
vista farmacolosico, como desde el punto de vis-
ta quimico. Una de las plantas escogidas inicial-
mente en este programa fue el Croton glabellus,
porque es usada popularmente por su accién hi-
potensora (1) v ademas, porque es una planta
ampliamente distribuida en los climas calidos
de Cundinamarca.

Investigaciones anteriores (2, 3) condujeron
a establecer que contiene alcaloides, flavonoides
y terpenos, y que la accion hipotensora es de-
bida a la fraccion de flavonoides aislada de la
planta.

Estos resultados son interesantes pues, aunque
actualmente los flavonoides no se usan en tera-
péutica, son objeto de estudio debido a las nu-
merosas acciones biologicas que presentan.

En recientes investigaciones llevadas a cabo
por Ruckstuhl y col. (4) se encontré que algu-
nos flavonoides son inhibidores selectivos de las
fosfodiesterasas de los nucleétidos ciclicos AMP
y GMP. Dicha actividad esta relacionada con la
estructura del flavonoide como lo establecieron
Beretz v col. (5) guienes mostraron que la acti-
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vidad inhibitoria presenta el siguiente orden
decreciente: Flavonoles, flavonas, antocianidi-
nas, flavanonas, flavononoles y catequinas.
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Cochet y col. (6) estudiaron el efecto ‘““in
vitro” de la quercetina y algunos compuestos
quimicamente relacionados con ella, sobre
diferentes tipos de proteinas-quinasas y encon-
traron que inhibian solamente un tipo G de
caseina quinasa. Los autores consideran que
este efecto podria contribuir a la accion de
los flavonoides sobre el metabolismo celular,
particularmente en células malignas.

En estudios sobre inhibicion de la biosinte-
sis de las prostaglandinas se encontro que fla-
vonoides tales como: silibina, silidianina y sili-
cristina inhiben la PG sintetasa del estomago
de ratas, la cual convierte aproximadamente el
30% del acido araquidénico en prostaglandina
(7). El estudio de la inhibiciéon de la biosintesis
de prostaglandinas es importante ya que estos
compuestos en cantidades muy pequefias pro-
ducen un espectro muy amplio de actividades
farmacologicas y la inhibicion de su biosintesis
es reconocida hoy en dia como el mecanismo de
accion de algunos agentes antiinflamatorios (8).

Middelon y col. (9) demostraron que la
quercetina inhibe la liberacion de histamina
inducida por antigenos y mitogenos. En expe-
rimentos ‘“in vitro”, por medio de electroforesis
en papel, se establecid que la quercetina aumen-
ta la capacidad de union de la histamina con las
proteinas plasmaticas especialmente las globuli-
nas (10). La rutina, por el contrario, presenta
efectos estimulantes en el curso del shock hista-
minico (11). En estudios llevados a cabo en
animales de experimentacion se observd que los
flavonoides, especialmente la rutina, incluidos
en la dieta alimenticia, aumentan la resistencia
de los capilares de la piel (12, 13).



La accion diurética de la planta Spartium jun-
ceum es debida al flavonoide escoparina, y la de
la Roseda luteola a la luteolina (14). A diferen-
cia de esta accion, la quercetina actila como anti-
diurético de una manera similar a como lo hace
la vasopresina. Esta actividad parece estar rela-
cionada con el aumento en los niveles de AMP
ciclico (15).

Por medio de experimentos ‘‘in vitro’’ se logro
establecer que la luteolina y la gosipina inhiben
la reproduccién del virus Herpes hominis (16).

La rutina y la gosipina reducen la {lcera gas-
trica de ratas inducidas con butadieno (17, 18).
Igualmente, estos compuestos muestran efecto
antiinflamatorio al ser ensayados en el edema
plantar de ratas producido con carragenina (17).

Sharma (19), estudié el efecto de varias iso-
flavonas, presentes en las legumbres, sobre el
nivel de lividos en ratas macho hiperlinidémicas
y encontré que aquellas con gruvos metoxilo
como sustituyentes tales como biocanina, for-
mononetina y protenseina poseen accion hipo-
lipidémica.

Como se puede apreciar de la recopilacion
anterior, los flavonoides son potencialmente
aplicables en terapéutica, pues ejercen acciones
especificas en diversos sistemas. También es inte-
resante anotar, cOmo en algunos casos pequenas
variaciones estructurales conducen a efectos
biolégicos diferentes.

Por lo anteriormente expuesto, el presente
trabajo se enfoco al aislamiento e identificacion
del flavonoide que posee la accion hipotensora
detectada en el extracto total y en la fraccion
de flavonoides.

PARTE EXPERIMENTAL

1. Material botanico

El material botanico fue recogido en mayo de
1979 en una zona comprendida entre Girardot,
Tocaima y Agua de Dios, a una altura de 390 mts
sobre el nivel del mar; luego secado a 40°C
en una estufa de aire circulante, molido y alma-
cenado en frascos protegidos de la luz y de la
humedad. La recoleccién fue hecha por Luque
y Paredes (3).

2. Aislamiento e identificacion del

flavonoide activo

2.1. Preparacion de los extractos: 1 kg de ma-
terial vegetal seco y pulverizado se extrajo exhaus-
tivamente a reflujo con éter depetroleo. El residuo
obtenido se extrajo en un Soxhlet con alcohol
etilico del 96°, se filtrd y se evanord. Este extrac-
to se denominé Eal.

Al extracto alcoholico se le afiadieron 2 1 de
agua destilada y la mezcla se extrajo sucesiva-
mente con cloroformo, acetato de etilo e isobu-
tanol; obteniéndose los extractos Ecl, Eac y Eis.
Estos extractos dieron prueba positiva para fla-
vonoides con el reactivo de Shinoda.

2.2. Pruebas biologicas: Se practico una he-
modinamia en perro con los extractos Eal, Ecl,
Eac y Eis evaporados a sequedad. Se le inyecta-
ron intravenosamente: adrenalina, acetil-colina,
los extractos antes mencionados disueltos en una
mezcla etafiol—agua (1:2); también se le inyect6
esta mezcla. El extracto en acetato de etilo (Eac)
fue el Gnico que mostrd actividad hipotensora.
Los datos pertinentes y el registro aparecen en
la Tabla I y en el Registro I respectivamente.

Tabla No. I
HEMODINAMIA DE LOS EXTRACTOS OBTENIDOS EN LOS ENSAYOS PRELIMINARES

Animal de ensayo: Perro
Sexo: Macho

Peso: 15 Kgs.
Cantidad inyectada

Material ensayado Concentracion | Vol. Peso Dosis Reg.
Adrenalina

(Std.) 50 meg/ml 25 unid. Insulina 15 mcg 1 mcg/Kg 3
Acetil Colina

(Std.) 50 mcg/ml 25 unid. Insulina 15 mcg 1 mcg/Kg 2
Extracto etandlico

total 43 mg/ml 20 unid. Insulina 1C.75 mg 0.72 mg/Kg 4
Extracto cloroformico 43 mg/ml 20 Unid. Insulina 10.75 mg 0.72 mg/Kg 7
Extracto acetato de

etilo 43 mg/ml 20 Unid. Insulina 10.75 mg. 0.72 mg/Kg 5
Extracto isobutandlico 43 mg/ml 20 Unid. Insulina 10.75 mg 0.72 mg/Kg 6

NOTA: Los resultados de esta Tabla se encuentran en el Registro 1.



REGISTRO I

ENSAYOS FARMACOLOGICOS PRELIMINARES

1 - Registro normal

2 - Acetil-Colina

3 - Adrenalina

4 - Extracto total

5 - Extracto Acetato de etilo
6 - Extracto Isobutandlico

7 - Extracto Cloroférmico

Animal: Perro
Sexo: Macho
Peso: 15 Kg.

2.3. Separacion del flavonoide activo (FA): Al
extracto Eac, se le hizo una cromatografia en
capa delgada (ccd) preparativa (placas de 1 mm
de espesor) en Silica Gel G, usando como sol-
vente acetato de etilo: acetona (8:2) y revelando
un extremo de la placa con ferrocianuro de pota-
sio al 1% : cloruro férrico al 1% (1:1). Las ban-
das obtenidas se rasparon, se extrajeron cen me-
tanol y con cada fraccion se hizo una hemodi-
namia en perro.

Los datos y registros aparecen en la Tabla II
y Registro II. Estos datos permitieron localizar
el flavonoide con actividad hipotensora. La se-
varacion de este flavonoide se llevo a cabo a
partir de Eac en una columna de Silica Gel 60
(0.063 a 0.2 mm de diametro de particula), elu-
yendo con mezclas de acetato de etilo: acetona
desde 95:5 hasta 80:20. El contenido de las

fracciones se controlé por cromatografia en capa
delgada y las fracciones iguales se reunieron. Se
recogieron 3 grupos de fracciones, las cuales fue-
ron probadas biologicamente por medio de una
hemodinamia en verro. S6lo un grupo de frac-
ciones mostro actividad.

2.4. Purificacion de FA: El grupo de fraccio-
nes que mostrd la actividad biologica se purifico
por ccd preparativa en Silica Gel G, desarrollan-
do con cloroformo: metanol (8:2) y haciendo
tres recorridos. Asi se obtuvo un compuesto que
cristalizo en metanol: agua (1:2) y mostré una
sola mancha en cromatografia en capa delzada.

2.5. Identificacion de FA.

2.5.1. Constantes fisicas: solido cristalino ama-
rillo, Pf 176°C con descomposicién, soluble en
metanol v acetona, escasamente soluble en ace-

Tabla No. II

HEMODINAMIA DE LAS FRACCIONES OBTENIDAS POR CROMATOGRAFIA PREPARATIVA

Animal de ensayo: Perro
Sexo: Hembra

Peso: 11 Kg.
Cantidad invectada

Material ensayado Concentraciéon | Vol. Peso Dosis Reg.
Adrenalina

(Std.) 50 meg/ml 18 Unid. Insulina 11 meg 1 mcg/Kg 3
Acetil Colina

(Std.) 50 mecg/ml 18 Unid. Insulina 11 mcg 1 mcg/Kg 2
Fraccion 1 11 mg/ml 73 Unid. Insulina 10 mg 0.90 mg/Kg 4
Fraccion 2 11 mg/ml 73 Unid. Insulina 10 mg 0.90 mg/Kg 5
Fraccion 3 11 mg/ml 73 Unid. Insulina 10 mg 0.90 mg/Kg 6

NOTA: Losresultados de esta Tabla se ilustran en el Registro II.




REGISTRO II

ENSAYOS FARMACOLOGICOS DE LAS FRACCIONES
DE LA CROMATOGRAFIA PREPARATIVA

1 2 3
4 6
5
|

Animal: Perro 1. Registro normal
Sexo: Hembra 2. Acetil-colina
Peso: 11 Kg 3. Adrenalina

4, Fraccién (1)

5. Fraccion (2)

6. Fraccion (3)

tato de etilo, etanol y agua caliente, insoluble en
agua fria, éter y cloroformo.

2.5.2. Caracteristicas espectroscopicas: El
espectro U. V. presenta los siguientes maximos
de absorcion:

A max en metanol 350, 300 (h), 263 (h), 256
nm

A max en metanol+ NaOMeal 5% 393,330 (h),
263 (h), 256 nm

\ max en metanol+ AICl; al §% 423, 327 (h),
304 (h), 273 nm

A max en metanol+ NaOAc+ H;BO; 367, 298

(h), 2690 nm.

)\ max en metanol + AlCl; al 5%+ HCI conc.
400, 355, 299 (h), 272 nm.

\ max en metanol + NaOAc (solido) 374, 322
272 nm.

El espectro al IR fue tomado en pelicula y
presento los siguientes maximos de absorcion en
cm™!: '

3350 (grupo 0H), 1650, 1240 (C= 0 cetonico),

1585 (aromaticidad), 900, 845 (anillo aromati-

co m-substituido).

2.6. Hidrolisis de FA e identificaciéon del agli-
con (AG). La hidrolisis se efectud por reflujo de
FA en una solucion de HCL al 5% en metanol
durante 4 horas, seguido de enfriamiento por
adicion de agua helada, extracciéon con acetato
de etilo, lavados con agua hasta fin de acidez y
evaporacion del solvente. El producto de hidro-
lisis se purificé por cromatografia en columna de
silica gel 60 (0.063 a 0.2 mm de diametro de par-
ticula) eluyendo con acetato de etilo: acetona
(80:20) y (90:10). El compuesto purificado cris-
talizo en etanol: agua (1:2).
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Las caracteristicas fisicas de AG son: s6lido
cristalino amarillo, Pf 310, 313°C con descompa-
sicion, soluble en metanol, etanol y acetona,
moderadamente soluble en acetato de etilo y
cloroformo, poco soluble en agua fria y éter.

El espectro al UV presento los siguientes maxi-
mos:

A max en metanol 370, 301 (h), 270 (h), 256

nm

A max en metanol+ NaOMe 425, 334, 247 (h)

nm

X max en metanol+ AlCl; al 5% 450, 332 (h),

304(h), 272 nm

A max en metanol + AICl; al 5% + HCI conc.

427, 359 (h), 301 (h) 265 nm

A max en metanol + NaOAc 390, 320, 272,

256 (h) nm

A max en metanol NaOAc+ H, BO, 383, 330,

260 nm

El espectro al IR se tomoé en pelicula de Nujol
y presento las siguientes bandas de absorcién en
cm™ !,

3300 y 11" 8 (grupo OH fendlico), 1665,
1320 (carbonilo cetbnico), 1620, 1560, 1520
(aromaticidad), 800 (substitucion meta de anillo
aromatico).

El espectro de RNM determinado a 60 Mhz en
acetona deuterada presenté las siguientes sefla-
les: (ppm).

6,23, d (1H) J = 2.5 Hz corresponde al H en
posicion 6 de un flavonoide

6,46, d (1H) J = 2.5 Hz corresponde al H en
posiciéon 8

6.91, d (1H) J = 8.5 Hz corresponde al H en
posiciéon 5" -

7.6. m (2 H) corresponde a los H en posicio-
nes 2’y 6°.

12,6, (1H) corresponde al H del OH en 5



Se hizo también el derivado acetilado del com-
puesto AG mediante reflujo con la mezcla piri-
dina: anhidrido acético (1:2) durante 6 horas,
seguido de enfriamiento de la mezcla, filtracion,
lavado del residuo con HCl diluido y agua, y
secado al vacio en un desecador. El acetato se
purific6 en una columna de silica gel 60 elu-
yendo con cloroformo, metanol (98:2). El
acetato se cristalizd en una mezcla de éter de
petroleo: cloroformo (1:1).

Las propiedades fisicas del derivado acetilado
son: sblido blanco cristalino, Pf 190° 192°C,
soluble en cloroformo, medianamente soluble
en metanol, etanol, éter etilico y acetona, inso-
luble en agua.

El espectro al IR registrado en pelicula s6lida
mostroé las siguientes bandas: (cm™ '). 3135,

3140 (aromaticidad), 1775 (carbonilo de éster
fendlico), 1625, 1501 (aromaticidad), 1475,
1370 (grupos metilo).

El espectro de RNM a 60 Mhz en acetona deu-
terada mostro las siguientes sefiales: Alrededor
de 2.24 ppm varias sefiales que integran para 15H
correspondientes a 15 hidrogenos de 5 grupos
acetilo. Entre 6.93 y 7.93 ppm varias sefales co-
rrespondientes a 5 H unidos a los anillos A y B
de un flavonoide.

2.7. Identificacion del azlcar: la fase acuosa
de la hidrélisis del flavonoide se evapord a 45°C,
casi a sequedad, se le adicion6 acetona, se filtro
v el residuo se lavo varias veces con acetona. La
identificacion de este residuo se hizo por ced en
silica gel G preparada con acido borico 0.03 M y
usando los siguientes sistemas de solventes: buta-

Tabla No. III

HEMODINAMIA DE LOS COMPUESTOS FA Y AG

Animal de ensayo: Perro
Sexo: Hembra

Peso: 12 Kg
Cantidad inyectada
Material ensayado Concentracion | Vol. Peso Dosis Ref.
Acetil Colina
(Std.) 50 mcg/ml 19.2 Unid. Insulina 12 mcg 1 mcg/Kg 2
Adrenalina
(Std.) 50 mcg/ml 19.2 Unid. Insulina 12 mcg 1 mcg/Kg 3
Compuesto FA 4 mg/ml 80 Unid. Insulina 4.0 mg 0.33 mg/Kg 5
9
Compuesto AG 4 mg/ml 80 Unid. Insulina 4.0 mg 0.33 mg/Kg 6
10

NOTA: Los resultados del esta Tabla se ilustran en los registros II a,III b

REGISTRO IIla

ENSAYOS FARMACOLOGICOS DE LOS COMPUESTOS FA Y AG

Animal: Perro
Sexo: Hembra
Peso: 12 kg

1. Registro normal
2. Acetil-colina

3. Adrenalina

4. Solvente
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REGISTRO IIIb

ENSAYOS FARMACOLOGICOS DE LOS COMPUESTOS FA Y AG

5. Compuesto F A (glicosido)
6. Compuesto AG (aglicon)

nol: metanol: acido bérico 0.03 M (70:15:10),
isopropanol: agua (4:1), butanol: acetato de
etilo: acido borico 0.03 M (50:30:10) y reve-
lando con acido sulfarico al 30% en metanol
seguido de calentamiento a 110°C durante 10
minutos. Junto con el azlcar a identificar se
aplicaron muestras patron de varios azicares.
El Rf de la ramnosa y el color producido des-
pués de revelar fueron iguales para el azlcar
problema y el patron de ramnosa. Se hicieron
entonces ensayos especificos para la ramnosa,
al azlcar problema, tales como: la prueba de
Rosenthaler para metil pentosas y la del molib-
dato de amonio. En ambos casos se obtuvieron
resultados positivos.

3. Ensayos biologicos de los

compuestos FA 'y AG

A los compuestos FA y AG se les practicoé una
hemodinamia en perro de la manera descrita en
la seccion 2.2. Los resultados aparecen en la Ta-
bla IIl'y en el Registro IIIb, respectivamente. Sola-
mente el compuesto FA mostro accion hipoten-
sora.

DISCUSION DE RESULTADOS

El aislamiento del flavonoide con actividad
hipotensora se logro con la ayuda de las pruebas
biologicas efectuadas en cada paso de la purifica-
cion del extracto total. En el registro I se observa
la baja de la presion arterial del perro producida
por el extracto total (Et) v por el extracto obte-
nido por particion de Et con acetato de etilo
(Eac). Los extractos en otros solventes no oca-
sionaron hipotension. De las fracciones de Eac,
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obtenidas por cromatografia, solamente una
mostrd la accidon bioldgica (Registro II). Final-
mente, la purificacion, de la fraccion activa, por
métodos cromatograficos condujo al aislamiento
del flavonoide (FA), el cual posee una accion
marcada (Registro IIIb). El aglicon (AG) no
presenté ninglin cambio en la presidon arterial
del perro a dosis iguales a las usadas para el fla-
vonoide (FA) (Registro I1Ib).

La identificacion de los compuestos se logro
por medio de los espectros ultravioleta e infra-
rojo de FA; de los cuales se sacaron las siguientes
conclusiones: Posee grupo OH libre en posicién
7, grupos orto dihidroxilo en posiciones del ani-
llo B, OH substituido en posicion 3 y grupo OH
libre en posicion 5. El espectro del RNM del
aglicon (AG) confirm6 estos datos y ademas,
que las posiciones substituidas por grupos hi-
droxilo en el anillo eran las 3’ y 4’. Los espectros
al U.V. indican que, a diferencia del compuesto
FA, posee un grupo OH libre en la posicion 3.
Esto significa que la union glicosidica es a través
del OH en 3. El espectro de RNM del derivado
acetilado evidencia los protones de 5 grupos ace-
tilo, confirmando la existencia de 5 grupos OH
en el aglicon AG. Estos resultados permiten pro-
poner la estructura siguiente: 3, 3’, 4', 5,7 - pen-
tahidroxiflavona, para el aglicon (AG) (I) y para
el glicosido (FA) (II) el 3 - 0 - Ramnosido de
Quercetina.

Las constantes fisicas reportadas en la litera-
tura (20) para la Quercitrina y la coincidieron con
las determinadas experimentalmente a los com-
puestos FAy AG y a los patrones.




RESUMEN
De las hojas del Croton glabellus, una planta

usada en medicina popular como hipotensora,
se aislo Quercetina. Este compuesto a dosis de
0.33 mg/kg mostro actividad hipotensora en pe-

SUMMARY

Quercitrin was isolated from the leaves of
Croton glabellus, a plant used in folk medici-
nal as hypotensive. Quercitrin at dose of 0.33
mg/kg exhibited hypotensive. activity in normal

rros normotensos. dogs.
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