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RESUMEN

Hamelia patens es una planta medicinal ampliamente usada para tratar
diferentes enfermedades debido a su efecto antiinflamatorio, la poblacién la
utiliza empiricamente para curar heridas y tratar la inflamacién en el Gtero, sin
embargo poco se conoce de su perfil fitoquimico. En este trabajo se realizaron
extractos etandlicos y metandlicos de H. patens que fueron analizados a través
de cromatografia en capa fina y en columna. Se encontraron las condiciones de
fase estacionaria y fase movil para obtener mas de 100 fracciones de H. patens
con dos fracciones puras. El perfil de composicion fitoquimica de H. patens
incluye la deteccién cualitativa de esteroides, saponinas, alcaloides, polifenoles

y especificamente flavonoides, resultando positiva para todos estos.
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ABSTRACT

Hamelia patens is a medicinal plant widely used to treat different diseases
because of their anti-inflammatory effect, the population uses it empirically to
heal wounds and treat inflammation in the uterus, however little is known of its
phytochemical profile. Ethanol and methanolicextractsof H. patens were
analyzed by thin layer chromatography and column. We found the conditions of
stationary and mobile phase for more than 100 fractions of H. patens with two
pure fractions. The phytochemical composition of H. patens includes qualitative
detection of steroids, saponins, alkaloids, polyphenols and flavonoids

specifically, resulting positive for all these.

KEY WORDS: fractions, eluents, plant extracts, biological activity, separation

columns, polyphenols, flavonoids.

INTRODUCCION

Desde tiempos remotos hasta la actualidad se han utilizado las plantas
para fines curativos, siendo una practica comun entre las poblaciones. En base
a la experiencia se ha encontrado que las plantas poseen propiedades
medicinales para tratar diversas enfermedades. En este sentido, la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) define a las plantas medicinales
como: "la planta que en uno o mas de sus Organos contiene sustancias que
pueden ser utilizadas con fines terapéuticos” (Farnsworth,et. al., 1986). Las
plantas medicinales se consideran un recurso para el tratamiento de diversas
afecciones y puede suministrarse bajo diferentes formas: capsulas,
comprimidos, crema, infusion, jarabe, tintura, ungiento, etc. (Rates, 2001).

Las plantas medicinales se han empleado en el tratamiento de mdultiples
enfermedades que van desde las infecciosas hasta el cancer, pasando por los

padecimientos autoinmunes, alergias, enfermedades metabdlicas, etc. Algunos
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de estos padecimientos tienen como factor comun la presencia de fenbmenos
inflamatorios, ya sean localizados o sistémicos, por lo que el estudio de
sustancias que modifiquen la respuesta inflamatoria cobra relevancia.

Muchos desordenes inflamatorios incluyendo sepsis, fendmenos
autoinmunes e hipersensibilidad son asociados con un desbalance en las
moléculas implicadas en el proceso inflamatorio y un exagerado influjo de
células al sitio de inflamacion. En este respecto, se ha encontrado que diversas
plantas poseen efectos sobre el proceso inflamatorio.Varios extractos y algunos
compuestos derivados de las plantas, como flavonoides, lignanos, terpenos
poseen una accion anti-inflamatoria, se ha observado que interfieren con
algunos eventos del proceso inflamatorio como en la via metabdlica del acido
araquidonico, la via del 6xido nitrico o interfieren con el Factor nuclear k3 (NF-
KB), asi como también inhiben la sintesis o activacion de citocinas pro-
inflamatorias, moléculas de adhesion y quimiocinas (Calixto, et. al., 2003;
Calixto, et. al., 2004 y Siriwatanametanon, et. al., 2010).

Hamelia patens (Rubiaceae) es un arbusto ampliamente distribuido en
areas tropicales del continente Americano. Puede alcanzar los tres metros de
altura, da frutos rojos y posee flores color naranja brillante, por lo que se le ha
llamado cominmente como “coralillo,” o “hierba coral.” Un gran namero de
aplicaciones medicinales son conocidas para esta planta. En México ha sido
usada especialmente para detener sangrados, curar llagas y desordenes
menstruales. En el Estado de Veracruz, la hoja fresca se aplica para detener el
sangrado de una herida; mientras que la raiz se utiliza para tratar la inflamacion
del atero (Leonti, et. al., 2001). Se sabe que contiene principalmente alcaloides
oxindoles pentaciclicos (Reyes-Chilpa, et. al., 2004).

Diferentes partes de las plantas son la fuente de principios activos con
innumerables beneficios para la salud. Las plantas medicinales también han
tenido relevancia para la industria farmacéutica ya que muchos preparados
naturales contienen el mismo principio activo o farmaco que los usados en la
medicina convencional. El aislamiento y caracterizacion de compuestos activos
de las plantas, es de gran importancia ya que conociendo su estructura se
puede entender la interaccion de estos compuestos con otras moléculas del

cuerpo humano y si en realidad la planta tiene las propiedades que
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popularmente se le adjudican. Es indispensable realizar este tipo de estudios
ya que podria validar cientificamente las propiedades medicinales de estas
plantas y descubrir sustancias activas a partir de plantas no estudiadas
previamente.

En particular, la investigacion cientifica sobre los usos medicinales
tradicionales de Hamelia patens es escasa (Chaudhurir, P.K. y Thakur, R.S.,
1991; Sosa, et. al., 2002; Mena-Rejon, et. al., 2009 y Taylor, et. al., 2012) y
ademas poco se conoce de todas las propiedades y contenido de compuestos
activos. Por lo que en esta investigacion se plantea separar compuestos de H.
patens que podrian presentar diferentes propiedades incluyendo efecto anti-

inflamatorio.

MATERIALES Y METODOS

Extracto etandlico de Hameliapatens
Las hojas frescas de H. patens fueron trituradas en un mortero, una vez
trituradas fueron mantenidas en etanol absoluto (CTR) por 24 horas (1/8) para

posteriormente evaporar el extracto etandlico a sequedad.

Cromatografia en capa fina del extracto etandlico

Se probaron diferentes mezclas de solventes para lograr la separacion
de los compuestos de H. patens. Las mezclas de solventes utilizadas fueron:
Butanol-acido acético-agua en diferentes proporciones (1:1:1, 3:2:1, 3:1:2) y se
utilizé como fase estacionaria papel filtro de poro fino, papel cromatogréafico y
silica (solamente en proporcion 1:1:1) (Sigma Aldrich). Debido a que los
compuestos del extracto etandlico de H. patens no se observaron
completamente separados y definidos en ninguna de las mezclas de solventes
ni en ninguno de los soportes empleados, se decidio realizar la cromatografia
en capa fina en alumina (Sigma Aldrich) probando nuevamente diferentes
mezclas de solventes. Los solventes usados fueron: butanol-acido acético-agua
en diferentes proporciones (1:1:1, 1:2:1, 2:1:2, 2:1:1, 2:2:1, 2:1.5:1, 3:2:.1 y

3:1:2), hexano-acetato de etilo (1:1 y 3:7), butanol solo y agua-butanol-acetona-
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acido aceético (16:2:2:1).Los reactivos y materiales fueron obtenidos de J.T.

Baker.

Extracto metandlico 24 horas

Las hojas de H. patens fueron secadas a temperatura ambiente y en
oscuridad, posteriormente fueron pulverizadas en un molino tradicional (Pulvex)
y desengrasadas con éter de petréleo (Productos quimicos de Monterrey) por
otras 24 horas. Después de una filtracion y secado a temperatura ambiente, las
hojas pulverizadas fueron mantenidas en metanol por 24 horas en constante

agitacion.

Extracto metandlico por ultrasonido

Las hojas de H. patens fueron secadas a temperatura ambiente y en
oscuridad, posteriormente fueron pulverizadas en un molino y desengrasadas
con éter de petréleo por otras 24 horas. Después de una filtracion y secado, las
hojas pulverizadas fueron sometidas a ultrasonido en metanol por 30 minutos.
Los extractos metandlicos fueron mantenidos en refrigeracion hasta su

utilizacion.

Pruebas colorimétricas

Se realizaron diferentes pruebas colorimétricas cualitativas para
determinar en los extractos etanolicos diferentes compuestos como: polifenoles
totales, flavonoides, esteroides, saponinas, alcaloides y proteinas. Los
polifenoles se determinaron a través del uso del reactivo de Folin-Ciocalteau
(Sigma Aldrich), mientras que los flavonoides se determinaron por la reaccion
colorimétrica resultado de la reaccion de nitrito de sodio, cloruro de aluminio e
hidroxido de sodio (Fermont).

Determinacion de esteroides: el extracto etanolico se mezclé con
anhidrido acético mas éacido sulfurico (FagalLab). La coloracion verde indica
una reaccion positiva.

Determinacion de saponinas: el residuo de extracto etanolico se mezclo
con vainillina mas acido sulfarico (FagalLab). La coloracién morada indica una

reaccion positiva.
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Determinacion de alcaloides: el residuo de extracto etandlico en &cido
clorhidrico se mezclé con solucion de Dragendorff (Nitrito de Bismuto, &acido
acético glacial, yoduro de potasio)(Quimica dinamica, Monterrey). La formacién
de un precipitado indica una reaccién positiva.

Determinacion de proteinas: el extracto etanolico se mezclé con
ninhidrina (Productos quimicos de Monterrey). La coloracion amarilla indica una

reaccion positiva.

Cromatografia en columna

Se realizaron 2 columnas: 1.- La primera columna fue empacada con
alimina como fase estacionaria y se utiliz6 Butanol-4cido acético-agua (3:2:1)
como fase movil. El extracto metandlico de 24 horas fue sometido a separacién
en esta columna. Las fracciones se analizaron por cromatografia en capa fina
usando las mismas fases que en la columna. 2.- La segunda columna fue
empacada con alimina como fase estacionaria y se utilizé como eluyente
hexano-acetato de etilo 7:3. El extracto metandlico de 24 horas fue sometido a
separacion en esta columna. Las fracciones se analizaron por cromatografia en
capa fina usando las mismas fases que en la columna. Fracciones de
compuestos similares fueron wunidas y nuevamente analizadas por

cromatografia en capa fina y posteriormente evaporadas a sequedad.

RESULTADOS Y DISCUSION

Cromatografia en capa fina:

La cromatografia de columna involucra la adsorcion de un compuesto en
una fase estacionaria y la elusion de este con disolventes de diferente
polaridad. En la cromatografia en capa fina las condiciones de separacion se
eligieron en funcion de las caracteristicas de la mezcla a separar.

Por cromatografia en capa fina se encontr6 que la mezcla con mejor
separacion de compuestos de extracto etanolico y metanolico de 24 horas fue
butanol-acido acético-agua en la proporcion 3:2:1 utilizando alimina como fase

estacionaria.
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Pruebas colorimétricas: con base a las pruebas colorimétricas el extracto
etandlico present6 esteroides, saponinas, alcaloides, flavonoides y polifenoles
(Tabla 1). La presencia cualitativa de alcaloides en H. patens concuerda con la
encontrada por Chilpa y cols., (2004), quienes encontraron que el extracto
metandlico de H. patens contiene alcaloides oxindoles: isopteropodina,
rumberina, palmirina, maruquina y alcaloide A. Asi mismo, Aquino y cols.,
(1990) encontraron 2 flavononas (Glycoside 5,7,2", 5°- tetrahydroxyflavanone 7-
rutinoside y Narirutin) y un &cido fendlico (&cido rosmarinico). No se lograron
determinar proteinas en el extracto debido a la falta de concentracion del
extracto usada para esta determinacion, considerando que una concentracion
mas alta presentaba color lo que impedia observar el cambio de coloracién

para una reaccion positiva.

Tabla 1. Composicion de extracto etanolico de H. patens

Control negativo  Control positivo  Extracto etandlico

Proteinas Negativo Positivo Negativo
Esteroides Negativo - Positivo
Saponinas Negativo ~  ------mm-- Positivo
Alcaloides Negativo - Positivo

Flavonoides Negativo ~  ------me-- Positivo
Polifenoles Negativo ~  ---—--me-- Positivo

Cromatografia en columna:

Con base en la cromatografia en capa fina se seleccioné el eluyente y la
fase estacionaria a utilizar en la cromatografia en columna. En la primer
columna empacada con alumina se utilizé el extracto metandlico de 24 horas.
El eluyente utilizado fue Butanol-acido acético-agua (3:2:1). Se obtuvieron 17
fracciones, de las cuales se realiz6 cromatografia en capa fina en placas de
alimina usando como eluyente hexano-acetato de etilo 7:3. Solamente las
fracciones 1, 2, 3, 4, 5 y 6 presentaron compuestos aunque ninguna fraccion

contenia solo un compuesto puro, los valores de factor de retencion se
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muestran en la tabla 2. Las fracciones de compuesto similares fueron unidas
(1-3 y 4-6) y se trato de evaporar a sequedad aunque esto no se logro debido a
los solventes con baja volatilidad utilizados. Debidos a la débil separacion de
compuestos se procedid a repetir la cromatografia en columna cambiando el

solvente.

Tabla 2. Cromatografia en capa fina de fracciones o btenidas en la

columna 1
1 2 3 4 5 6
0.8902 0.9024 0.9024
0.7621 0.7560 0.7621
0.6707 0.6829 0.6829 0.6790 0.6790 0.666
0.5853 0.6097 0.6097
0.5487 0.5853 0.5731

0.3641 0.3441 0.3209

En la segunda columna se utilizé como eluyente hexano-acetato de etilo
7:3 y se obtuvieron 104 fracciones, a la fraccion niumero 49 se le cambio la
polaridad del solvente por hexano-acetato de etilo 1:1. En cada una de las
fracciones se realiz6 cromatografia en capa fina para unir las fracciones de
compuestos similares 1-2, 3-6, 7-11, 12-21, 22-25, 26-30, 31-36, 37-39, 40-44,
45-47, 48-53, 54-63, 64-65, 66, 67, 68-81, 82-87, 82-104. Las fracciones unidas
fueron evaporadas a sequedad. Una vez agrupadas se realizd nuevamente
cromatografia en capa fina, encontrando que solamente las fracciones 1-2, 12-

21 presentaron un compuesto puro.

CONCLUSION

El aislamiento de componentes mayoritarios a partir de extractos de H.
patens se llevdo a cabo por métodos cromatograficos de separacion como

cromatografia en capa fina y cromatografia en columna. Mediante estos
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métodos se encontr0 la mezcla de eluyente adecuada para separar
compuestos de H. patens fue hexano: acetato de etilo en la proporcion 7:3
utilizando alimina como fase estacionaria.

Las fracciones 1-2, 12-21 presentaron un compuesto puro, por lo que
estos compuestos podrian posteriormente ser analizados por métodos
espectroscopicos para su identificacion, asi como para determinar sus
propiedades bioldgicas incluyendo en particular el efecto anti-inflamatorio en un

modelo murino (cepa Balb/c) de inflamacién inducida por carragenina.
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