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RESUMEN

QFB. Erika Hernandez Garcia Fecha de graduacion:
Universidad Autonoma de Nuevo Ledn Agosto2017
Facultad de Ciencias Quimicas

Titulo de estudio: AISLAMIENTO, CARACTERIZACION ESTRUCTURAL Y
DETERMINACION DE LAS PROPIEDADES ANTIBACTERIANAS DE LOS
CONSTITUYENTES DE LOS FRUTOS DE Acacia farnesiana

Numero de paginas: 145 Candidato para el grado de Maestria en
) Ciencias con Orientacion en Farmacia.
Area de estudio: Farmacia

Propédsito y método de estudio:

La tuberculosis es una de las enfermedades infecciosas que ha resaltado por causa de la
farmacoresistencia es la provocada por M. tuberculosis. Actualmente la tuberculosis
pulmonar es una de las 10 principales causas de mortalidad en el mundo. La OMS reportd
que en el 2015 hubo 10.4 millones casos nuevos y 1.8 millones fallecieron por esta causa.
También se estimé que en 2015 desarrollaron tuberculosis multifarmacorresistente (TB-
MFR) unas 480 000 personas.

Por otra parte las enfermedades infecciosas gastrointestinales son la segunda causa de
muerte de nifios menores de cinco afios a nivel mundial con una cifra de 760, 000 nifios
cada afo. En todo el mundo cada afio se producen unos 1,700 millones de casos de
enfermedades diarréicas infecciosas y no infecciosas.

En la actualidad la farmacorresistencia es un gran problema, por lo que se busca el
desarrollo de nuevos tratamientos mas eficaces y seguros. Una de las alternativas es el
uso de productos naturales, ya que son una fuente invaluable de agentes antimicrobianos.
Es por ello que en el presente trabajo se planteé llevar a cabo un estudio fitoquimico de las
vainas y semillas (frutos) de A. farnesiana debido a su uso en la medicina tradicional
mexicana como agente antituberculoso y antidisentérico. Para ello se obtuvieron los
extractos hexanico, cloroférmico, metandlico y acuoso de los frutos, los cuales fueron
analizados por diferentes técnicas cromatograficas para aislar y purificar los fitocompuestos
y su estructura quimica se elucido por Resonancia Magnética Nuclear. Posteriormente los
cuatro extractos y los compuestos aislados y caracterizados fueron evaluados frente a tres
cepas de Mycobacterium tuberculosis, una sensible (H37Rv) y dos multifarmacoresistentes
(MFR G122 y G133), asi como también contra cinco cepas bacterianas causantes de
disenteria: Yersinia enterocolitica, Salmonella enteritidis, Shigella flexneri, Escherichia coli
enterohemorragica y Campylobacter jejuni. A los compuestos mas activos se les determiné
la citotoxicidad con células Vero.

Conclusiones y contribuciones:

De la mezcla del extracto hexanico y cloroférmico se aislaron el (33, 22E)-estigmasta-5,22-
dien-3-ol, el tetracosanoato de (2S)-2,3-dihidroxipropilo y el B-D-glucopiranésido de (38, 22
E)-estigmasta-5, 22- dien-3-ilo, los cuales no han sido reportados previamente en esta
planta. Se caracterizaron por cromatografia de gases 19 acidos grasos metilados de los
dos extractos, de los cuales seis ya han sido reportados previamente en A. farnesiana:
acido miristico, acido palmitico, acido estearico, acido oleico, acido linoleico y acido
araquidico, los 13 acidos grasos restantes es la primera vez que se reportan en esta
planta: &acido laurico, acido pentadecanoico, &acido cis-10 pentadecenoico, &cido
palmitoleico, acido heptadecanoico, 4cido cis-10 heptadecenoico, &cido linolelaidico, &cido
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y-linolénico, acido a-linolénico, acido cis-11-eicosenoico, acido behénico, acido cis-
8,11,14-eicosatrienoico y acido lignocérico. Los acidos grasos mas abundantes en ambos
extractos son el acido linoleico, el acido oleico y el &cido palmitico, los cuales tienen
actividad antimicobacteriana.

Del extracto metandlico se aislé y caracteriz6 el galato de metilo, el &cido galico, el pinitol,
7-O-B-glucopiranosido de (2S) naringenina, el B-D-glucopiranésido de (3B, 22 E)-
estigmasta-5, 22- dien-3-ilo y sacarosa, de los cuales los Ultimos dos no han sido
reportados en A. farnesiana. El andlisis por cromatografia de liquidos de alta resolucion
acoplado a espectrometria de masas de los extractos metandlico y acuoso resulté en la
caracterizacion de 15 compuestos en cada extracto. Del total de compuestos
caracterizados, nueve ya han sido reportados previamente en A. farnesiana: acido digdlico,
galato de metilo, galato de etilo, acido elagico, naringina, kaempferol, naringenina, 7-O-f3-
(4”,6"-digaloil glucopirandsido) de naringenina y 7-O-B-glucopiranésido de naringenina, los
ocho compuestos restantes es la primera vez que se reportan en la planta objeto de
estudio: acido malico, acido cumarico, digalato de metilo, eriodictiol, acacetina, criseriol,
acido citrico y taxifolina.

Los extractos hexanico, cloroférmico, metandlico y acuoso mostraron actividad contra la
cepa sensible y al menos una cepa MFR de M. tuberculosis con una CMI de 100-200
pug/mL. El galato de metilo (CMI 50 pg/mL) fue el Unico que presentd actividad frente M.
tuberculosis H37Rv. La flavanona 7-O-B-glucopiranosido de (2S)-naringenina presento
actividad (CMI 50 pg/mL) contra la cepa G122 siendo igualmente activa que el estandar
positivo etambutol (CMI 50 ug/mL) y no fue citotdxica (Clsy 142.39 pg/mL). El derivado
galato metilo triacetilado presenté mejor actividad (CMI 25 pg/mL) que el producto natural
frente a las tres cepas de M. tuberculosis, por lo que es dos veces mas activo que el
etambutol (CMI 50 pg/mL) frente a la cepa G122, sin embargo se incrementd su
citotoxicidad (Clsp 36.05 pug/mL) contra células Vero comparado con el producto natural

(ICs0 187.5 ng/mL).

Los extractos metandlico y acuoso presentaron una CMI de 200 pg/mL frente a Y.
enterocolitica, E.coli enterohemorragica, S. enteritidis y S. flexneri. Los extractos
metanolico y acuoso presentaron actividad (CMI 100 pg/mL) frente a C. jejuni. El galato de
metilo, &cido gélico y 7-O-B glucopiranosido de (2S)-naringenina fueron activos contra C.
jejuni con un CMI 50 pg/mL.
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CAPITULO 1

1. INTRODUCCION

1.1 Enfermedades infecciosas

Las enfermedades se clasifican en dos tipos segun su origen: infecciosas y no

infecciosas.

Las enfermedades infecciosas son causadas por diversos microorganismos
patbgenos o patdgenos oportunistas como bacterias, virus, hongos o parasitos
y ocasionan un cuadro clinico con signos y sintomas que pueden ser
especificos para cada agente causal. Estas enfermedades se pueden transmitir

de forma directa o indirecta de una persona a otra (1).

Los microorganismos patdgenos pueden afectar diferentes 6rganos o sistemas
en un huésped, desarrollando infecciones de vias respiratorias altas y bajas,

infecciones gastrointestinales, dermatolégicas y renales.

Pese a los esfuerzos realizados en el desarrollo de nuevos tratamientos mas
eficaces y seguros, no se ha logrado erradicar las enfermedades infecciosas;
por el contrario, se ha observado que hay un incremento en la
farmacorresistencia, debido en parte a la falta de apego del paciente al
tratamiento, el mal diagndstico, la mutacién de los microorganismos, entre otros
factores. Lo anterior tiene como consecuencia las pocas opciones terapéuticas
disponibles para el tratamiento de dichas enfermedades, lo que puede

ocasionar la muerte.



1.1.1 Enfermedades infecciosas respiratorias: tuberculosis

Hay muchos agentes bacterianos que afectan las vias respiratorias, por ejemplo
Streptococcus pneumoniae, Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus aureus,
Haemophilus influenzae, @ Pseudomonas aeruginosa, Mycobacterium
tuberculosis, etc. Todos ellos tienen importancia clinica debido a que causan

gran morbilidad y mortalidad.

Una de las enfermedades infecciosas que ha resaltado por causa de la
farmacoresistencia es la provocada por M. tuberculosis, este es un bacilo Gram
positivo, aerdbico estricto, inmdévil, no esporulado y &cido-alcohol resistente
debido a su pared celular que contiene peptidoglicano y acidos micadlicos (2) lo
que le brinda una apariencia cerosa, confiriéndole alta hidrofobicidad y con ello
resistencia a detergentes y a la mayoria de los antibiéticos. Esta caracteristica
también le proporciona afinidad por la tinciébn Ziehl Neelsen y no por las
tinciones convencionales (3). Aungue este bacilo puede dafiar varios érganos,
afecta principalmente a los pulmones. Esta enfermedad es altamente
contagiosa que se transmite de persona a persona a través del aire, cuando un
enfermo de tuberculosis pulmonar expele los bacilos al toser, estornudar o

escupir y estos son inhalados por un sujeto sano.

1.1.1.1 Sintomatologia y epidemiologia

La tuberculosis pulmonar activa se manifiesta principalmente con tos
productiva, dolores toracicos, debilidad, pérdida de peso, fiebre y sudores

nocturnos (4).



Se calcula que una tercera parte de la poblacion mundial tiene tuberculosis
latente, este término es aplicado a las personas infectadas por el bacilo pero
que no tienen enfermedad activa y no pueden transmitir la infeccion.
Actualmente la tuberculosis pulmonar es una de las 10 principales causas de
mortalidad en el mundo. La OMS reporté que en el 2015 hubo 10.4 millones
casos nuevos y 1.8 millones murieron por esta enfermedad (entre ellos, 0.4
millones de personas infectadas con el Virus de Inmunodeficienca Humana
(VIH)). También se estim6 que en 2015 desarrollaron tuberculosis
multifarmacorresistente (TB-MFR) unas 480 000 personas. Mas del 95% de las

muertes por tuberculosis se producen en paises de ingresos bajos y medianos

(4).

En México la Secretaria de Salud reportd que en el 2015 se presentaron 16,462
casos nuevos a nivel nacional, teniendo mas de mil reportes los estados de
Veracruz, Baja California, Guerrero, Nuevo Ledn y Chiapas. En el 2014 se

presentaron 1733 defunciones (5).

1.1.1.2 Tratamiento

Cuando un paciente con tuberculosis no ha recibido tratamiento, se maneja
inicialmente con farmacos denominados de primera linea, los cuales incluyen la
isoniazida, rifampicina, pirazinamida y estreptomicina quienes presentan

actividad bactericida y el etambutol tiene actividad bacteriostatica (Tabla 1) (6).

Cuando hay falla en la terapia, se maneja la terapia de segunda linea la cual

incluye a las quinolonas, capreomicina, protionamida, etionamida, kanamicina y
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rifabutina que tienen actividad bactericida, y el acido para-aminosalicilico,

cicloserina, clofasimina y macroélidos que presentan actividad bacteriostatica.

(Tabla 2) (6).

Tabla 1. Mecanismo de accion de farmacos de primera linea

Farmaco Mecanismo de accion

Isoniazida Inhibe la sintesis de &cidos micdlicos de la pared celular a través
de vias dependientes de oxigeno.

Rifampicina Inhibe al acido ribonucleico (ARN) polimerasa dependiente de

acido desoxirribonucleico (ADN) de la micobacteria para formar
un complejo enzima-farmaco estable que suprime el comienzo de
la formacion en cadena en la sintesis de ARN.

Pirazinamida

Disminucién de los niveles 6ptimos de pH celular, inhibiendo asi
la &cido graso sintasa y el transporte de membrana

Estreptomicina

Inhibicion de la sintesis de proteinas uniéndose a un sitio activo
de rRNA 16S en la subunidad ribosomal 30s.

Etambutol

Inhibicién de la sintesis de arabinogalactanos y arabinomananos

Tabla 2. Mecanismo de accion de farmacos de segunda linea

Farmaco

Mecanismo de accién

Ciprofloxacina

Inhibe la topoisomerasa bacteriana IV y la DNA girasa, enzimas que
son requeridas para la transcripcion, reparacién y recombinacion.

Capreomicina

Interfiere en la sintesis de proteinas bacterianas al unirse a la

Kanamicina subunidad 30S de los ribosomas.

, , No ha sido descrito con exactitud su mecanismo, pero se ha
Etionamida - . . P
] comprobado que inhibe la sintesis de péptidos.
Acido para- | Es un antagonista del &cido para aminobenzdico (PABA) e impide la
aminosalicilico | utilizacién de este compuesto para la sintesis de acido félico. .
Cicloserina Inhibe la sintesis de pared celular.

1.1.2 Enfermedades infecciosas gastrointestinales

Las enfermedades gastrointestinales se transmiten ya sea por via fecal-oral o

por consumo

de alimentos y/o agua contaminados. Los cuadros

gastrointestinales pueden presentarse en cualquier época del afio, pero el




riesgo de sufrir estas enfermedades se incrementa en la temporada de calor.
Las manifestaciones clinicas mas destacadas de la gastroenteritis son:

fiebre, vémito, dolor abdominal, y diarrea moderada o intensa (7).

Se define como diarrea la deposicion de tres o mas veces al dia (o con una
frecuencia mayor a la normal para la persona) de heces sueltas o liquidas.
Las causas pueden ser muy variadas, la gran mayoria tienen su origen en

un proceso infeccioso por bacterias, virus o parasitos.

La poblacién en mayor riesgo son los niflos menores de 5 afos, los adultos
de la tercera edad, las mujeres embarazadas, las personas

inmunodeprimidas y/o con enfermedades cronicas (8, 9).

Hay tres tipos clinicos de enfermedades diarréicas (9):

e La diarrea acuosa aguda, que dura varias horas o dias, y comprende
el colera.

e La diarrea con sangre aguda, también llamada diarrea disentérica o
disenteria.

e La diarrea persistente, que dura 14 dias o més.

La disenteria es una enfermedad intestinal contagiosa que se transmite de
forma directa y que se registra sobre todo en las estaciones de verano y otofio;
es muy comun en los paises en vias de desarrollo que presentan condiciones
de higiene insuficientes, lo cual contamina con facilidad el agua y los alimentos.

Esta enfermedad se caracteriza por abdominalgia, tenesmo y diarreas



frecuentes e intensas que estan acompafadas con sangre, moco y pus que de

no ser tratada a tiempo puede tener un desenlace fatal (10).

La disenteria puede ser provocada por varios factores, la causa mas comun son
las bacterias y amebas. Las bacterias que causan disenteria bacteriana son:
Escherichia coli enteroinvasiva, Escherichia coli enterohemorragica,
Clostridium  difficile,  Salmonella  enteritidis, Yersinia  enterocolitica,
Campylobacter jejuni y Shigella en sus cuatro especies: boydii,
flexneri, soneii y dysenteriae (11). Estos microorganismos causan un dafio
invasivo directo a la mucosa (diarrea inflamatoria) del colon o porcion distal del
intestino delgado (12-14). Entre los protozoos que también causan disenteria

podemos encontrar la E. histolytica y Balantidium coli.

Generalmente la disenteria causada por bacterias del género de Shigella se
le conoce como disenteria bacilar y la causada por la ameba Entamoeba

histolytica es conocida como disenteria amebiana.

1.1.2.1 Sintomatologia y epidemiologia

Las enfermedades diarréicas agudas son prevenibles y curables, sin
embargo fueron la octava causa de muerte a nivel mundial en el 2015 (1.4
millones de casos) (15), en el 2016 fueron la segunda causa de muerte en
nifios menores de cinco afos a nivel mundial con una cifra de 525, 000 nifios
cada afo. En todo el mundo cada afio se producen unos 1,700 millones de

casos de enfermedades diarréicas infecciosas y no infecciosas (9).



En México las enfermedades infecciosas gastrointestinales incluyendo la
disenteria en el 2015 provocaron 3754 muertes (16). En el 2010 ocuparon el
5° sitio como causa de muerte en los nifios de 1 a 4 afios de edad (266

muertes con tasa de 3.5 por 100,000 nacimientos estimados) (17).

Aungue no se muestran datos especificos de la incidencia de cada una de
las causas de la diarrea, la campilobacteriosis es una de las cuatro
principales causas mundiales de enfermedad diarreica y esta considerada

como la causa bacteriana mas frecuente de gastroenteritis en el mundo (18).

1.1.2.2 Tratamiento

El tratamiento de la disenteria es establecido segun el cuadro clinico que se
presente. Por lo general el tratamiento es empirico, debido a que los estudios
de laboratorio microbiolégico del agente patdgeno sospechoso tardan para
confirmarse. Principalmente se administran electrolitos orales para evitar la
deshidratacion por la pérdida excesiva de liquidos y electrolitos, se dosifican los
antibidticos como trimetoprima con sulfametoxazol, vancomicina, eritromicina,
ciprofloxacino para disenteria bacilar y en caso de no lograr una mejoria se
procede a dar tratamiento contra la amebiasis (metronidazol). Algunas veces se
administran en conjunto para tener una respuesta mas rapida, esto depende de

la severidad del caso (19, 20).

1.2 Investigaciéon de nuevos tratamientos farmacoldgicos

Por otra parte, diferentes organizaciones han realizado investigaciones para un

mejor diagnostico y tratamiento, entre ellos ha destacado la investigacion con
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productos naturales de origen animal, vegetal, mineral y biotecnolégico. Debido
a que han sido una de las fuentes principales de los farmacos actuales. De ellos
ha resaltado el uso de las plantas medicinales por nuestros antepasados,
desarrollando un conocimiento empirico, el cual fue transmitido de generacion
en generacion, a lo que en la actualidad se le conoce como etnomedicina o

medicina tradicional.

Existen varios criterios para iniciar una investigacion con plantas medicinales,
ya sea por el uso etnomédico, quimiotaxonémico, ecolégico y/o al azar (21),
para posteriormente mostrar su actividad in vitro o in vivo de un extracto crudo

y/o compuestos aislados y caracterizados.

Si bien es cierto que las plantas tienen un gran potencial en propiedades
curativas, algunas de ellas pueden llegar a ser toxicas dependiendo de la dosis
administrada y/o de los tipos de metabolitos secundarios presentes (22), es por
ello que al realizar una investigacién en este campo se deben de tomar en
cuenta diversos factores en el tiempo de la recoleccion como lo es el clima, la
estacion del afo, el grado de madurez de la planta o fruto, entre otros, puesto
que estos factores influyen mucho en el metabolismo de la planta, de ahi la
importancia de la caracterizacion correcta de los fitocompuestos a través de
técnicas analiticas como lo es la Resonancia Magnética Nuclear (RMN),
Espectrometria de Masas, infrarrojo, Cromatografia de gases, rotacion oOptica,
entre otras; otro punto muy importante es la evaluacion de la citotoxicidad de un

compuesto que muestra actividad biologica.



Las técnicas de RMN de *H y *C en una y dos dimensiones nos ayudan a
establecer la estructura de una molécula con mucha precision, sin embargo
cuando una molécula presenta centros quirales es necesario saber la rotacion
Optica, ya que a través de ella podemos saber si se presenta una mezcla
racémica o predomina un enantiomero, es de suma importancia identificar el
enentiomero presente, debido a que dichos enantiomeros puede presentar
actividad bioldgica diferente o inclusive uno de ellos puedo no presentar dicha
actividad farmacologica, como es el caso del D-timolol y L-timolol el
enantiomero R incrementa el flujo sanguineo coroidal y retiniano, mientras que

el enantiomero S produce el efecto contrario (23).

La citotoxicidad celular se define como una alteracion de las funciones celulares
basicas, desembocando en un dafio que puede ser detectado a partir de
diferentes pruebas in vitro. Para poder predecir efectos toxicos de diferentes
tipos de compuestos quimicos naturales o sintéticos se utilizan modelos
experimentales como lineas celulares, cultivos primarios y cultivo de 6rganos
aislados, estos ensayos se basan en diversas funciones celulares como la
actividad enzimética, la permeabilidad de la membrana celular, adherencia
celular, producciéon de ATP y co-enzimas. Ejemplos de estos ensayos son
ensayo de captacion de rojo neutro, ensayo con sulforrodamina, ensayo con
azul de tripano, el ensayo de reduccién de bromuro de 3-(4,5 dimetil-2-tiazol)-
difeniltetrazélico (MTT) y la prueba con la sal de tetrazolio (4-[3-(4-lodofenil)-2-

(4-nitrofenil)-2H-5-tetrazolio]-1,3-disulfonato de benceno) (WST-1) (24).



CAPITULO 2

2. ANTECEDENTES

2.1 Medicina tradicional

Como se ha mencionado anteriormente la farmacoresistencia ha dado lugar a la
investigacion de nuevos antibidticos méas eficaces y con menos efectos
adversos, recurriendo a diferentes medios como lo es la medicina tradicional.
Por ejemplo, de Larrea tridentata (Zygophyllaceae) se han aislado y
caracterizado estructuralmente algunos lignanos y flavonoides que mostraron
actividad antibacteriana y antituberculosa contra S. aureus, Enterococcus
faecalis, E. coli, Enterobacter cloacae y M. tuberculosis, respectivamente (25).
Otro ejemplo con actividad antibacteriana y contra la disenteria es el flavonoide
2-(3,5-dihidroxi-4-metoxi-fenil)-3,5-dihidroxi-8,8-dimetil-2,3-dihidro-8H-pirano

(3,2)cromen-4-ona aislado de la corteza de Commiphora pedunculata,
(Burseraceae) que actua contra el Enterococo resistente a la vancomicina
(VRE), E. coli, S. aureus, Candida albicans, S. dysenteriae, Bacillus cereus y P.
aeruginosa (26). También se estudi6 la actividad de los terpenos aislados de la
Salvia gesneriflora (Lamiaceae), donde se mostré la actividad antidiarréica
provocada por E. histolytica y Giardia lamblia (27). En otro estudio realizado
para comprobar el uso ethomédico de Crataegus mexicana (Rosaceae), Hyptis
albida (Lamiaceae), L. tridentata, Ocimum basilicum (Lamiaceae), Prunus
serotina (Rosaceae), y Smilax spp (Smilacaceae) empleadas en México contra

las enfermedades respiratorias y diarréicas, se realizaron extracciones con
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disolventes organicos y agua de las plantas antes mencionadas. Los resultados
indicaron que los extractos de H. albida, Smilax spp, y C. mexicana mostraron
actividad contra S. aureus resistente a la meticilina, S. aureus y E. faecalis;
mientras que C. mexicana, H. albida, O. basilicum y L. tridentata tienen
actividad anti protozoaria contra E. histolytica, Trichomonas vaginalis, y G.

lamblia (28).

2.2 Género Acacia

El género de Acacia fue descrito por primera vez por Philip Miller en 1754, se
estima que hay aproximadamente 1380 especies de este género alrededor del
mundo, aproximadamente dos tercios de ellos son nativos de Australia, y el

resto provienen de regiones tropicales y subtropicales del mundo (29).

Los usos medicinales tradicionales varian dependiendo de la regién en la que
se encuentre, dandole usos como antiparasitario, antimalarico, antiinflamatorio,
antihemorragico, antidiarréico, antidisentérico y como agente antiséptico entre

otros.

Se han realizado diversos estudios tratando de justificar el uso etnomédico de
Acacia, uno de ellos es el realizado por Saini y colaboradores haciendo una
evaluacion antimicrobiana de los extractos hexanico y metandlico de Acacia
nilotica y Acacia catechu, contra Salmonella typhi, E. coli, S. aureus, C.
albicans, Aspergillus niger, B. cereus, P. aeruginosa y Microsporum canis,

observando que fueron muy activas contra E. coli, S. aureus, S. typhi, C.
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albicans y A. niger. También encontraron que la corteza y vainas de las dos

especies contienen alcaloides, taninos, flavonoides y saponinas (30).

Cock y colaboradores en el 2012 determinaron la actividad antimicrobiana del
extracto metandlico de Acacia aulacocarpa y Acacia complanta, empleando
hojas y flores, A. aulacocarpa fue activa contra Aeromonas hydrophilia,
Alcaligenes faecalis, P. fluorescens, Y. enterocolitica, B. cereus, S. aureus y A.

complanta fue activa contra A. niger y B. subtilis (31).

2.2.1 Acacia farnesiana

A. farnesiana es una planta conocida comunmente como huizache, pertenece a
la familia Fabaceae, es un arbusto o arbol muy ramificado de tallos lisos con
muchas espinas blancas o blanquecinas. Sus hojas son pequefias en forma
plumosa, tiene flores como motitas amarillas muy aromaticas y sus frutos son
vainas con semillas numerosas en forma de rifidn de color pardo-amarillo (32).

(Figura 1).

Es originaria de los tropicos y subtropicos de Ameérica. Crece en climas calidos,
semicélidos y templados. Por lo general se desarrolla en la orilla de caminos y
arroyos. En México se localiza en la mayoria de los estados excepto Estado de

México y Ciudad de México (33).
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Figura 1. Arbusto, flores y fruto de A. farnesiana.

En la medicina tradicional mexicana se usa para el tratamiento de la
insuficiencia cardiaca ejerciendo un efecto inotrGpico y cronotropico positivos,
tifoidea, esplenomegalia, catarro, inflamacion de la garganta, dolor de cabeza, y
contra la diarrea. Algunas partes de este arbusto se utilizan para un
padecimiento en particular por ejemplo: las raices se emplean para tratar el
empacho y la hemorragia vaginal; la corteza se ocupa para remediar los dolores
de estbmago constantes, para estimular el apetito y parar la hemorragia nasal;

la resina la utilizan como antitusigeno; las flores se usan para la disenteria,
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dispepsia e inflamaciones de la piel y mucosas; las semillas se ocupan para
curar el herpes bucal, para fortalecer la dentadura, tratamiento contra la

disenteria, como antiespasmaodico, antituberculoso y astringente (32).

De este arbusto se han realizado varios estudios farmacoldgicos para validar
algunos de los usos etnomédicos, realizando extracciones con diferentes
disolventes como agua, metanol, etanol y éter de petrdleo utilizando las hojas,
semillas, vainas, flores y tallos, donde se determind su actividad como

antidiarréico, antibacteriano, antioxidante e hipoglucémico [34-43] (Tabla 3).

También se han aislado y caracterizado diferentes tipos de compuestos como
flavonoides, compuestos fendlicos, terpenos, esteroles, polialcoholes y
proteinas; a algunos de estos compuestos se les ha determinado su actividad

biolégica [44-60] (Tabla 4, Figura 2).
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Tabla 3. Extractos y actividades biolégicas de A. farnesiana

Parte Disolventes Actividad Bacterias Referencias
usada parala bioldgica ensayadas
extraccion
Hojas y Agua Antidiarréico - (34)
tallos Etanol
Semillas  Agua destilada  Antioxidante - (35)
NaCl 5%
Etanol 70 %
NaOH 0.2 %
Corteza Metanol Antibacteriano C jejuni (36)
Campylobacter
coli
Corteza Metanol Antidiarréico - (37)
Antimicrobiano
Corteza Metanol Antibacteriano V. cholerae (38)
Etanol
Agua
Vaina Etanol Hipoglucémico B. subtilis, (39)(40)
Antibacteriano S. aureus,
Sarcina lutea
E. coli
Flores Eter de petroleo  ND - (41)
- Agua Hipoglucémico - (42)
Tallo Etanol Antiinflamatorio S. aureus (43)
Raiz Antibacteriano Staphylococcus

Antioxidante

epidermidis

ND: No determinada

(-) No reportado.
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Tabla 4. Com

uestos aislados y caracterizados de A. farnesiana

Nombre del compuesto Tipo de compuesto Actividad biolégica Bacterias o linea celular ensayada Referencia
7-0-B-6"-Galoilglucopiranésido de 3',7-dihidroxi-4'- Flavonoide ND (44)*
metoxiflavona
7-0-B-6"-Galoilglucopiranésido de quercetina Flavonoide ND (45)*
7-0-B-6"-Galoilglucopiranésido de miricetina Flavonoide ND
7-0-B-4",6"-Digaloilglucopiranésido de naringenina Flavonoide ND
7-6"-Galoilglucopiranésido de kaempferol Flavonoide ND
7-6"-Galoilglucopiranésido de naringenina Flavonoide ND
7,3'-Dihidroxi-4'-metoxiflavona Flavonoide ND (46)**
4’-metoxiluteolina Flavonoide ND
7-0O-B-D-Glucopiranosido de kaempferol Flavonoide ND (46, 47) *a
7-0-B-D-6"-Galoilglucopiranésido de kaempferol Flavonoide ND (47)*
7-0-B-D-6"-Galoilglucopirandsido de naringenina Flavonoide ND (49)*
Kaempferol Flavonoide ND (48)*a
Aromadendrina Flavonoide ND
Naringenina Flavonoide ND
Naringina Flavonoide ND
7-O-B-glucopiranésido de naringenina Flavonoide ND
6,8-Bis-C-B-D-glucopiranésido de apigenina Flavonoide ND (50)
3-O-glucopiranosil-7-O- B-ramnésido de isoramnetina Flavonoide ND (51)
Acido galico Fendlico ND (48)*
Acido elagico Fendlico ND
m-Acido digéalico Fendlico ND
Galato de metilo Fendlico ND
Galato de metilo Fendlico Antibacteriano V. cholerae (52)
Galato de etilo Fendlico ND (53)*
Galato de metilo Fendlico ND
Acido galico Fendlico ND
m-Acido digélico Fendlico ND
Acido elagico Fendlico ND
Acasiano Ay B Diterpeno Células cancerigenas humanas de mama MCF-7 y (54)
Farnesirano Ay B Diterpeno ) ~ MDA-MB-231
Lupeol Triterpeno Células cancerigenas P;L:amggas de higado HepG2 y
Acido betulinico Triterpeno Citot6xico Células cancerigenas thJ)manas de pulmén A549

Células cancerigenas humas orales Ca9-22
Farnesiasida Diterpeno ND (55)**
B-Sitosterol Esterol ND (56), (57)
Pinitol Polialcohol ND (58)
AFAL (Proteina de tipo lectina) Proteina Antiinflamatorio (59)*
Acido N-Acetil-L-djenkolico Aminoacido ND (60)*

ND: No determinada. a: no se caracterizé por RMN *Hy **C. *Estudios realizados en semillas ** Estudios realizados en vainas
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Figura 2. Estructuras quimicas de algunos compuestos aislados y

caracterizados de los frutos de A. farnesiana

17



2.3 Justificacion

En el presente proyecto se busca aportar nuevas formas de tratamiento para
afrontar la probleméatica de la farmacoresistencia, es por ello que la
investigacion se enfoca hacia los frutos de A. farnesiana, los cuales son
empleados en la Medicina Tradicional Mexicana para el tratamiento de la
disenteria y la tuberculosis. En la literatura se reporta el aislamiento y
caracterizacion de varios fitocompuestos; sin embargo, no se han determinado
sus efectos sobre estas enfermedades, por lo que se pretendié en este estudio
encontrar los compuestos responsables de las actividades atribuidas a las

semillas de esta planta, justificando cientificamente su uso etnomédico.
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CAPITULO 3

3. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

3.1 Hipotesis

Algunos compuestos aislados y caracterizados de los frutos de A. farnesiana

tienen propiedades antibacterianas.

3.2 Objetivos
3.3.1 Objetivo general

Aislar y caracterizar estructuralmente los compuestos de los frutos de A.

farnesiana y determinar sus propiedades antibacterianas.

19



3.3.2 Objetivos especificos

. Obtener los extractos hexanico, cloroférmico, metandlico y acuoso de los
frutos de A. farnesiana

. Aislar, purificar y caracterizar los compuestos de los extractos hexanico y
cloroférmico

. Caracterizar los componentes del extracto hexanico y cloroférmico por
Cromatografia de Gases (CG) y CG acoplado a Espectrometria de
Masas (CG-EM)

. Aislar, purificar y caracterizar los compuestos del extracto metandlico

. Caracterizar los compuestos del extracto metandlico y acuoso por
Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucion acoplado a
Espectrometria de Masas (CLAR-EM)

Determinar la actividad antibacteriana de los compuestos aislados vy
caracterizados.

Determinar la citotoxicidad de los compuestos que presentaron actividad

antibacteriana.
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CAPITULO 4

4. MATERIALES Y METODOS

4.1. Estudio fitoquimico de los frutos de A. farnesiana

La parte fitoquimica se realiz6 en el Laboratorio de Quimica de Productos
Naturales que se encuentra en la Division de Estudios de Posgrado de la

Facultad de Ciencias Quimicas, Universidad Autbnoma de Nuevo Ledn.

4.1.1 Material y equipo

Para la realizacion de cromatografias en columna se utilizaron como fase
estacionaria: gel de silice (SiO,;) marca EMD chemicals Inc. con un tamafio de
particula 0.040-0.063 mm y Sephadex LH-20 de Sigma Aldrich de tamafo de
particula 25-100 micras. Los disolventes empleados como fase mévil fueron
hexano (Hex), cloroformo (CHCIl3), acetato de etilo (AcOEt), acetona y metanol
(MeOH) grado reactivo marca Baker y diclorometano (DCM) grado reactivo

marca Macron Chemicals.

Para la realizacion de cromatografia en capa fina se utilizaron cromatofolios de
gel de silice 60 F254 de 20 x 20 cm sobre aluminio con un grosor de 0.2 mm
marca Merck KGA. Como reveladores se usaron lampara de UV marca
Spectroline (A 254nm y 365 nm), solucion de sulfato cérico amoniacal en acido
sulfarico y solucion de vainillina en acido sulfdrico. La determinacion del punto
de fusion se realiz6 en aparato Fischer-Johns. La elucidacion estructural de los

compuestos aislados se realizd6 por Resonancia Magnética Nuclear de
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hidrégeno y de carbono trece (RMN *H y RMN *3C) en el equipo de BRUKER
NMR400 de 400 MHz utilizando disolventes deuterados y como referencia

interna tetrametilsilano (TMS).

4.1.2 Materia vegetal

En este proyecto se usaron vainas con semillas de A. farnesiana las cuales
fueron recolectadas manualmente, secadas bajo sombra. Una vez secos los
frutos fueron molidos con un molino de cuchillas y pasados por una criba de 2

mm, por lo que el material tiene una caracteristica harinosa.

El lugar de colecta fue en el Rancho Guadalupe, ubicado en el municipio de
Acatlan de Osorio, localizado al sur sureste del estado de Puebla, entre los
paralelos 18° 04' 24" 18° 21' 30" de latitud Norte y los meridianos 97° 55' 18" y
98° 11' 24" de longitud Oeste. Una muestra de referencia se localiza en el
Herbario de FES-Cuautitlan Universidad Nacional Autbnoma de México (UNAM)

con numero de Voucher: 8757.

4.1.3 Obtencion de los extractos

Se obtuvieron cuatro extractos mediante maceracidén secuencial para lo cual se
empled 1.5 kg de las vainas con semillas secas y molidas las cuales se

distribuyeron de manera equitativa (500 g) en tres matraces Erlenmeyer de 2 L.

En la maceracién con hexano se ocupd un volumen total de 5 L, se macero por

24 horas, se filtr6 al vacio y se concentrd con el rota-evaporador obteniendo un
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extracto hexanico seco. El material vegetal extraido se dejé secar a temperatura

ambiente.

El material vegetal seco se maceré con cloroformo por 48 horas, este
procedimiento se hizo por duplicado, usandose un total de 9 L de cloroformo.
Los extractos se filtraron al vacio y concentraron en el rota-evaporador

obteniendo el extracto cloroférmico seco.

El material vegetal obtenido de la extraccién con cloroformo se dejé secar y se
extrajo por maceracion con metanol por 48 horas, este proceso se realizé por
duplicado empleandose un total de 9.5 L de disolvente. Los extractos se
filtraron, concentraron en el rota-evaporador y liofilizaron, obteniéndose de esta

forma el extracto metandlico seco.

El material vegetal obtenido de la extraccion con metanol se dej6 secar y se
macero con 5 L de agua destilada por 24 h, el extracto se filtr6 al vacio y liofilizo

obteniéndose el extracto acuoso seco (Figura 3).
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4.2 Fraccionamiento del extracto hexanico y cloroférmico

Antes de someter el extracto hexanico y cloroférmico en cromatografia en
columna (CC) se realizé una cromatografia en capa fina (CCF) de los dos
extractos observando una similitud en la composicién quimica, por lo que se
decidio unirlos y realizar una sola CC, empleando una fase estacionaria (FE) gel
de silice (508 g) y fase mévil (FM) gradiente de Hex/ AcOEt y AcOEt/MeOH, se
obtuvieron un total de 344 fracciones de 100 mL cada una. Las fracciones
obtenidas fueron analizadas por cromatografia en capa fina observando bajo luz
ultravioleta a 254 nm y 365 nm, y revelando con sulfato cérico amoniacal. Las
fracciones fueron reunidas en 21 fracciones por similitud cromatogréfica,

fracciones A-U (Tabla 5).
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Tabla 5. Fracciones del extracto hexanico-cloroférmico

Fraccion Fase movil Fracciones reunidas

1-16 Hex 100
17-35 Hex/AcOEt 95:5 } A
36-43 Hex/AcOEt 90:10 B
44-48 Hex/AcOEt 90:10 C
49-51 Hex/AcOEt 90:10 D
52-55 Hex/AcOEt 90:10 E
56-64 Hex/AcOEt 85:15 F
65-71 Hex/AcOEt 80:20 G
72-79 Hex/AcOEt 80:20 H
80-96 Hex/AcOEt 80:20 |

97-110 Hex/AcOEt 75:25 J

111-144 Hex/AcOEt 70:30 K

145-168 Hex/AcOEt 60:40 L

169-176 Hex/AcOEt 50:50 M

177-192 Hex/AcOEt 50:50 N

193-208 Hex/AcOEt 40:60 0]

209-224 Hex/AcOEt 30:70

225-240 Hex/AcOEt 20:80 P

241-256 Hex/AcOEt 10:90

257-272 AcOEt 100 R

273-288 AcOEt/ MeOH 90:10 S

289-304 AcOEt/ MeOH 80:20

305-320 AcOEt/ MeOH 70:30 T

321-328 AcOEt/ MeOH 60:40

329-336 AcOEt/ MeOH 50:50 U

337-344 MeOH 100
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4.2.1 Aislamiento y purificacién de los compuestos del extracto hexanico-

cloroférmico

4.2.1.1 Aislamiento y purificacién de (3B, 22E)-estigmasta-5,22-dien-3-ol
(AF1)
De la fraccion | precipitdé un solido color blanco (10.3 mg), el cual se someti6 a
una CC con FE: gel de silice (0.309g) y FM un gradiente de Hex/AcOEt. De la
sub-fracciéon 3 (Hex/AcOEt 96:4) se obtuvo 5.7 mg (0.00038%) de un sélido
amorfo color blanco que no revela bajo luz UV pero reveld color violeta con

sulfato cérico amoniacal.

4.2.1.2 Aislamiento y purificacién de tetracosanoato de (2S)-2,3-
dihidroxipropilo (AF2)
De la fraccion N eluida con Hex/AcOEt 5:5 precipité un sélido color blanco el
cual se separd por filtracion al vacio obteniendo una cantidad de 18.7mg
(0.0012 %). En CCF el compuesto no revela bajo luz UV pero con sulfato cérico

amoniacal se observa una mancha ligeramente obscura.

4.2.1.3 Aislamiento y purificacién del B-D-Glucopiranésido de (3, 22 E)-
estigmasta-5,22- dien-3-ilo (AF3)
De la fraccion T eluida con AcCOEt/MeOH (80:20 y 70:30) precipitdé un solido
verdoso que se lavd con CHCI; varias veces para eliminar el exceso de
pigmento. Se realizé una CCF del sélido y al revelar con luz UV no se observa
pero con sulfato cérico se observdé una mancha de color violeta. Se obtuvo un

total de 85.8 mg (0.0057%) de sélido color beige.
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4.3 Analisis del extracto hexénico y cloroférmico por Cromatografia de
gases (CG) y CG- acoplado a Espectrometria de Masas (CG-EM)
La caracterizacién y cuantificacion de los acidos grasos de los extractos
hexanico y cloroférmico se realiz6 en el Centro de Estudios para el Desarrollo

Sostenible, Tecnologico de Monterrey.

4.3.1 Metilacién del extracto hexanico y cloroférmico

Se pesaron 42.3 mg de extracto cloroférmico y 40.9 mg de extracto hexanico y
se colocaron cada uno en un vial de 20 mL por separado. A cada vial se le
afiadié 1mL de tolueno, 1 mL de la solucion de estandar interno triundecanoato
de glicerilo (0.1005 g del estandar interno en 25 mL de tolueno) y 2mL de &cido
sulfdrico al 7% en metanol. Se colocé el vial en un bafio de agua a 80 °C por
una hora y media. Al terminar el tiempo de reaccion se dejo enfriar el vial a
temperatura ambiente. Se afiadié 4 mL de hexano, se agitd por 1 minuto en un
vortex, se dejé reposar para la separacion de fases, la fase organica se seco
con NaySO,4 anhidro y se transfirié a un matraz de aforacion de 10mL. A la fase
acuosa se le agreg6 4 mL de hexano, se agitdé en un vortex por 1 minuto, la fase
organica se sec6 con Na,SO, anhidro y se reunio con la fase organica anterior

llevando a aforacion a 10 mL con hexano.

4.3.2 Analisis por CGy CG-EM

Las muestras se analizaron por cromatografia de gases con detector de

ionizacion de flama (FID por sus siglas en inglés) y cromatografia de gases
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acoplado a espectrometria de masas (CG-EM) las condiciones instrumentales

se muestran en la Tabla 6.

Tabla 6. Condiciones de CG y CG-EM

CG- FID CG-EM
Cromatdégrafo Agilent GC 78202 Cromatodgrafo Agilent. GC 6890, MSD
5973N
Columna SP-2380, (30 m Columna HP-5 (30 m *0.25 mm x
*0.25mm x 20 pm) 0.25 pum)
Inyector Split 1:20 Inyector Split 1:15
Gas acarreador Helio Gas acarreador Helio
Flujo de gas 1.0 mL/min Flujo de gas ImL/min
acarreador acarreador
Gas auxiliar Helio Temperatura del 270°C
inyector
Flujo de gas auxiliar 50mL/min Temperatura de 230y 250 °C,
Fuente y respectivamente.
Detector
Temperatura del 260°C Temperatura 70°C, 2.0 min
inyector Inicial
Temperatura del 280°C Programa de 70° a 200°C a 10°C/min
detector temperaturas
200°C a 310°C a 10°C/min
Temperatura Inicial 50°C, 2.0 min Temperatura 310°C, 5 min.
Final

Programa de

temperaturas

50° a 240°C a

4°C/min

Temperatura Final

240°C min.
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4.4 Fraccionamiento del extracto metanélico

El extracto metanodlico (277. 7 g) se someti6 a una CC, empleando como
FE: gel de silice (2 kg) y FM: AcOEt/MeOH en gradiente, se colectaron un total
de 296 fracciones de 400 mL cada una. Las fracciones fueron analizadas por
CCF bajo luz UV a 254 nm y 365 nm y se revelaron con sulfato ceérico
amoniacal. Las fracciones se reunieron de acuerdo a su similitud cromatografica

en siete subfracciones de la A-G (Tabla 7).

Tabla 7. Fracciones del extracto metandlico

Fraccion Fase movil Fracciones reunidas
1-5 AcOEt 100 A

6-16 AcOEt 100 B
17-24 AcOEt 100 C
25-80 AcOEt 100 D

81-112 AcOEt 100

113-120 AcOEt/MeOH 95:5 E

121-152 AcOEt/MeOH 90:10

153-168 AcOEt/MeOH 80:20 F

169-184 AcOEt/MeOH 70:30 \

185-200 AcOEt/MeOH 60:40

201-216 AcOEt/MeOH 50:50 >

217-232 ACOE/MeOH 40:60 G

233-240 AcOEt/MeOH 30:70

241-296 MeOH 100 )
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4.4.1 Aislamiento y purificacion de los compuestos del extracto

metanolico.
4.4.1.1 Aislamiento y purificacion del galato de metilo (AF4)

En la fraccion A eluida con AcOEt 100%, precipitd un solido cristalino impuro el
cual se purificO por recristalizaciones sucesivas con Hex/acetona (7:3),
obteniéndose un total de 3.0259 g (0.201%) de cristales transparentes (AF4),
los cuales en CCF revelan como una mancha oscura en ambas longitudes de

onda de la luz UV y con sulfato cérico como una mancha de color café.

La fraccion B (3.513 g) se sometié a una CC usando como FE: gel de silice (70
g) Yy FM: Hex/AcOEt en gradiente. Se obtuvieron ocho subfracciones (B1-B8),
de la fraccion B2-B6 (Hex/AcOEt 50:50 y 45:55) precipité un solido el cual se
purificé por recristalizacion con Hex/acetona (7:3) obteniéndose 0.4235 g de

AF4.

4.4.1.2 Aislamiento y purificacion de galato de metilo (AF4) y acido gélico
(AF5)

La fraccién C (7.0320 g) se sometié a una CC usando como FE: gel de silice y

FM: Hex/AcOEt en gradiente, se obtuvieron seis subfracciones (C1-C6). De las

subfracciones C2-C3 (Hex/AcOEt 55:45) cristalizé AF4 (0.6212 g).

La subfraccion C4 (0.3417 g) se sometié a una CC usando como FE: gel de
silice (10.2510 g) y FM: CHCI3/MeOH en gradiente, se obtuvieron 5
subfracciones. De la subfraccién C.4.4 cristaliz6 (69 mg) un sélido color blanco
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en forma de agujas AF5, el cual revela bajo luz UV en ambas longitudes de

onda una mancha obscura y con sulfato cérico como una mancha de color café.

La subfraccion C5 (1.0736 g) se sometié a una CC usando como FE: gel de
silice (32.208g) y FM: CHCIs/MeOH en gradiente, se obtuvieron seis
subfracciones, de la subfraccién C.5.5 (CHCI3/MeOH 90:10 a 86:14) cristalizo

58 mg de AF5.

La subfraccion C.5.4 (0.7888 g) se sometid a una CC con FE: gel de silice y
FM: CHCIs/Acetona en gradiente. De las subfracciones C5.4.1-C5.4.5
(CHCls/Acetona 85:15 y 83:17) precipitd un sodlido cristalino (9.8 mg) que

correspondio a AF4.

4.4.1.3 Aislamiento y purificacion de B-D-Glucopiranésido de (38, 22 E)-
estigmasta-5,22- dien-3-ilo (AF8), acido galico (AF9)y 7-O-8-D
glucopiranésido de (2S) naringenina (AF10)

La fraccion D (24.8 mg) se someti6 a CC con FE: gel de silice y FM:

CHCI3/MeOH en gradiente, se obtuvieron 13 subfracciones (D1-D14).

De la subfraccion D8 (CHCI3/MeOH 92:8) se obtuvieron dos soélidos, el primero
precipitd como un soélido el cual fue lavado con acetona y metanol varias veces
hasta que quedé de color blanco (17 mg, 0.0011%). Este compuesto no revela
bajo luz UV, por lo que se confirmd su pureza al revelar con sulfato cérico,
mostrando una mancha definida en color violeta oscuro. La determinacion de la

estructura quimica de AF8 por RMN demostr0 que corresponde al B-D-
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Glucopiranésido de (3B, 22 E)-estigmasta-5,22- dien-3-ilo el cual ya habia sido

obtenido anteriormente en el extracto hexanico-cloroformico (AF3).

El segundo solido de la subfraccion D8 se obtuvo por recristalizacion con
CHCls/Acetona 92:8, obteniéndose 65.7 mg (0.0043%) de un solido beige el
cual se observa como una mancha obscura bajo la luz UV y revela con sulfato
cérico como una mancha en color café obscuro. Los datos espectroscopicos
indican que AF9 corresponde al acido galico, que ya habia sido aislado en la

fraccion C (AF5).

De la subfraccion D9 (CHCI3/MeOH 92:8) se obtuvo un sdélido por
recristalizaciéon con CHCIs/Acetona 9:1, el cual fue lavado con AcOEt varias
veces, como resultado final se obtuvo 227.6 mg (0.015%) de un sélido blanco
observandose como una mancha obscura bajo la luz UV de A 254 nm, mientras
que en la A 365 nm se observa una mancha en color amarillo, con sulfato cérico
revela en color rojo. Se le proporciond la clave (AF10), correspondiendo a 7-O-
B-D glucopirandsido de (2S) naringenina de acuerdo a sus datos

espectroscopicos.

4.4.1.4 Aislamiento y purificacion de sacarosa (AF6) y pinitol (AF7)

La fraccion G (10 g) se sometio a una CC empleando como FE: Sephadex
LH20 (197g) y FM: MeOH (100 %), obteniendo siete subfracciones (G1-G7). La

subfraccion G3 (500 mg) se sometido a una CC usando como FE: gel de silice
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(15 g) y FM: CHCI3/MeOH en gradiente, se obtuvieron seis subfracciones (G3.1-

G3.6).

De la subfraccion G3.1 (CHCI3; 100 a CHCIl3/MeOH 86:14) precipitd un sélido el
cual fue lavado varias veces con metanol quedando un sélido color blanco (18.4
mg, 0.0012%), este soélido no se observa bajo luz UV, pero revela con sulfato
cérico como una mancha de color café oscuro, a este compuesto se le asigno la

clave AF7 gque corresponde al pinitol de acuerdo a sus datos espectroscopicos.

La subfraccion G3.3 se recristalizd con CHCIl;/MeOH 8:2 obteniéndose un
solido color blanco (24 mg, 0.0016 %). Este sdlido se comparé por CCF (FM
CHCI3/MeOH/ é&cido acético 5:4.5:0.5) con varios disacéridos (sacarosa,
palatinosa, melibiosa y trehalosa), esta placa se revelé con sulfato cérico
mostrando manchas en color café oscuro, teniendo como resultado un Rf
(0.325) similar con la sacarosa (AF6) el cual fue confirmado por RMN de 'Hy

13C.

4.5 Acetilacion

Se realiz6 la acetilacion del (3B, 22E)-estigmasta-5,22- dien-3-ol,
tetracosanoato de (2S)-2,3-dihidroxipropilo, B-D-Glucopiranésido de (3B, 22E)-

estigmasta-5,22- dien-3-ilo y el galato de metilo.

Se disolvieron cada una de las muestras por separado con piridina y se

adicion6é anhidrido acético, se dejo reaccionar a temperatura ambiente con
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agitacion. La reaccion se monitore6 por CCF a 1y 8 horas, excepto en el galato

de metilo, este se monitoreo a los 30 y 90 min (Figura 4, Tabla 8).

(@) (@)
)J\ O)]\ o
R-OH L )J\
R-O

L
N
T.A
Agitacion

T.A.: temperatura ambiente

Figura 4. Reaccion general de la acetilacion.

Tabla 8. Condiciones de reaccion de acetilacién

Compuesto Condicién de reaccién

(3B,22E)-estigmasta- | AF1 1 meq (5.7 mg), Piridina 449 meq (0.5 mL), Anhidrido
5,22- dien-3-ol (AF1) | acético 382 meq (0.5 mL), temperatura ambiente, 8 horas.

Tetracosanoato de AF2 1 meq (10 mg), Piridina 275 meq (0.5 mL), Anhidrido
(25)-2,3- acético 234 meq (0.5 mL), temperatura ambiente, 8 horas.
dihidroxipropilo (AF2)

B-D-Glucopiranésido | AF3 1 meqg (8 mg), Piridina 300 meq (0.5 mL), Anhidrido
de (33,22 E)- acético 445 meq (0.5 mL), temperatura ambiente, 8 horas.
estigmasta-5,22-
dien-3-ilo (AF3)

Galato de metilo AF2 1 meq (50 mg), Piridina 92 meq (2 mL), Anhidrido acético
(AF4) 3 meq (0.076 mL), temperatura ambiente, 1.5 horas.

4.5.1 Proceso de purificacion de las reacciones de acetilacion

Una vez concluida la reaccion, a la mezcla de reaccion se le agregdé 1 mL de
HCI al 10 % pasando la mezcla a un embudo de separacion, posteriormente se
agregaron 2 mL de AcOEt y se agitdo suavemente, se retir0 la fase acuosa y se

recupero la fase organica, este proceso se realizo tres veces. La fase organica
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recuperada se filtr6 sobre sulfato de sodio anhidro (Na,SO,) para eliminar el

agua y se concentro en el rota-evaporador.

La uUnica reaccion que requirio purificacion fue la acetilacion de AF4 debido a

que se visualizaron por CCF cuatro componentes, por lo que se procedi6 a la

purificacion de la muestra (73 mg) por CC con FE gel de silice (2 g) y FM

Hex/AcOEt en gradiente, las fracciones se reunieron en siete subfracciones (A-

G). En la subfraccién B (Hex/AcOEt 98:2) se obtuvo un compuesto al que se le

asigné la clave AF4Ac, con los datos espectroscépicos de RMN de *H y *3C se

verificO que corresponde al galato de metilo totalmente acetilado.

Las

caracteristicas los compuestos acetilados se muestran en la Tabla 9.

Tabla 9. Propiedades de los compuestos acetilados

Propiedades Aspecto Punto de Solubilidad | Rendimiento
fisico fusion % (mmol)

Compuesto
acetilado
(3B, 22E)- Solido color 96-100°C CHCl; 95%
acetoxiestigmasta-5,22- blanco
dieno
Tetracosanoato de (2S)- | Sdlido color 80-90°C CHCl; 90%
2,3-diacetoxipropilo blanco
B-D- Solido color | 144-147°C CHCl; 86%
tetraacetilglucopiranésido blanco
de (3B, 22E)-estigmasta-
5,22-dieno
Galato de metilo Soélido color 121-123°C CHCl; 27%
triacetilado blanco
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4.6 Analisis del extracto metandlico y acuoso por Cromatografia de
liguidos de alta resolucion acoplado a espectrometria de masas
(CLAR-EM)

La caracterizacion de los compuestos del extracto metandlico y acuoso por
CLAR-EM se llevé a cabo en el Laboratorio Unidad Noreste del Centro de
Investigacion y Asistencia en Tecnologia y disefio del Estado de Jalisco

(CIATEJ).

4.6.1 Material y equipo

Para el andlisis por CLAR-EM se requirié una dilucion madre de los extractos el
cual se prepard con 100 mg del extracto metandlico u acuoso disolviéndolo en
10 mL de agua/metanol 90:10. Posteriormente fue analizado bajo las

condiciones mostradas en la Tabla 10.
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Tabla 10. Condiciones de CLAR-EM

Cromatografo Agilent Technologies serie 1200
Espectrémetro Q-TOF Agilent Technologies modelo 6530A
Columna Phenomenex Kinetex Biphenyl 50x2.1 mm, 2.6 ym
Polaridad Negativa
Modo Auto MS/MS
Rango de adquisicién 40-2000
Fuente de ionizacion Electrospray, Agilent JetStream
Radiofrecuencia de octapolo 750 V
Voltaje de capilar 4000 V
Voltaje de fragmentador 150 v
Fase movil (FM) Fase A: Agua con &cido formico al 0.1%
Fase B: Metanol con &cido formico al 0.1%
Gradiente %B Tiempo (min)
10 0
100 8
100 9.5
10 9.6
Flujo de FM 0.4 mL/min

4.7 Ensayos bioldgicos
La actividad contra M. tuberculosis y contra las bacterias causantes de
disenteria se realiz6 en el Servicio de Gastroenterologia del Hospital

Universitario de la Universidad Auténoma de Nuevo Leon.

4.7.1 Material y equipo
Para la actividad antibacteriana se ocup0 agua bidestilada, dimetilsulfoxido
(DMSO) (J.T.Baker, USA), Incubadora INC-80 (Prendo), Congelador -80°C

(Panasonic.).
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Para la actividad antimicobacteriana se ocuparon microplacas estériles de 96
pocillos de fondo plano con tapa (Corning Costar, New York), medio
Middlebrook 7H9 (Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ), resazurina (Biotum,
Hayward, CA), acido oleico, albumina, dextrosa y catalasa (OADC; Becton
Dickinson, Franklin Lakes, NJ), tween 80 (Sigma-Aldrich, St Louis, MO),
glicerina (Sigma-Aldrich, St Louis, MO), tubos conicos de 15 y 50 mL (Falcon,
USA). Para actividad contra las bacterias causantes de disenteria se emplearon
microplacas estériles de 96 pocillos de fondo redondo (Corning Costar, New

York) y medio Mueller Hinton (Becton Dickinson).

4.7.2 Actividad antimicobacteriana
4.7.2.1 Cepas y cultivo

Se emple6 M. tuberculosis H37Rv ATCC 27294, la cual es sensible a
isoniazida, rifampicina, etambutol y pirazinamida, y dos aislados clinicos
multifarmacorresistentes (MFR) con clave G122 (resistente a isoniazida,
rifampicina y etambutol) y G133 (resistente a isoniazida, rifampicina y
estreptomicina). Las cepas se cultivaron en agar Lowenstein-Jensen durante un
mes, posteriormente las cepas se pasaron en medio liqguido Middlebrook 7H9
enriquecido con OADC, se incub6 a 37 °C durante 2 semanas, con el fin de

alcanzar la fase logaritmica de crecimiento.
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4.7.2.2 Preparacion del in6culo

El in6culo para el ensayo bioldgico se prepard diluyendo el cultivo en fase
logaritmica hasta ajustar la turbidez al estandar No. 1 de McFarland, luego se

diluy6 a 1:20 con medio Middlebrook 7H9.

4.7.2.3 Ensayo bioldgico

El ensayo se realiz6 de acuerdo a lo descrito por FranzBlau et al. (61) y
Camacho-Corona et al. (62). EI método se basa en que los microorganismos
en crecimiento liberan deshidrogenasas (NADH) al medio, que reducen la

resazurina que es de color azul a resorufina que es de color rosa (Figura 5).

+
NADH + H NAD

O_ v
I+ N

L0 - LI
o OH NADH Deshidrogenasa O (0) OH

Resazurina (color azul) Resorufina (color rosa)

Figura 5. Reduccién de Resazurina a Resorufina

El ensayo se llevd a cabo en microplacas de 96 pocillos (Figura 6). Cada
compuesto se evalud a partir de 50 ug/mL y los extractos a 200 yg/mL, cada
concentracion se realizé por duplicado. Se colocaron 200 uL de agua estéril en
todos los pozos de la fila Ay en los pozos H1, H2, H3, H10, H11 y H12, dejando

los pozos del centro sin agua. A los pozos de la fila B hasta la G se les agrego
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100 puL de medio Middlebrook. Después en la fila B se anadieron 100 uL de la
solucion de trabajo 4X (200 ug/mL y 800 ug/mL) obteniendo una concentracion
de DMSO < 1% v/v en los pozos. Se prosiguié con las diluciones 1:2 de la fila B
ala G, posteriormente se afiadieron 100 uL del in6culo bacteriano previamente
preparado. En los pocillos que quedaron de la fila H (H-4 a H-10) se prepararon
tres controles 100:100, 10:100 y 1:100, los cuales representan el 100%, 10% y

1% de la poblacion bacteriana a ensayar.

Las placas se incubaron a 37 °C por 5 dias, después de este tiempo se le
adicionaron 20 pL de reactivo Alamar azul y 12 yL de Tween 80 al 10% a los
controles, se incubd nuevamente y a las 24 horas se le agregé el reactivo de
Alamar azul y 12 yL de Tween 80 al 10% a toda la placa, re-incubando a 37 °C
por 48 horas. Al término de la incubacion se evalué de forma visual el
crecimiento o inhibicién de la bacteria, tomandose como inhibicién los pocillos
donde permanecié el color azul, mientras que en los pocillos donde cambi6 a
color rosa se tom6 como no inhibicion. Se utilizé isoniazida, rifampicina,
etambutol y levofloxacina como controles positivos de referencia. Se determiné
la Concentracién Minima Inhibitoria (CMI) como la minima concentracion del

compuesto que inhibe el crecimiento de la bacteria.
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Figura 6. Distribucion de placa de 96 pocillos en ensayo antimicobacteriano.

4.7.3 Actividad antibacteriana
4.7.3.1 Cepas y cultivo

Se utilizaron las siguientes cepas de American Type Culture Collection (ATCC).
Especies Gram negativas: Escherichia.coli enterohemorragica (ATCC 05747) y
Salmonella enteritidis (ATCC857); Yersinia enterocolitica (Reg. HU 170554) y
Campylobacter jejuni (Reg. HU 170553) fueron adquiridas en la Escuela
Nacional de Ciencias Bioldgicas, Departamento de Microbiologia, Laboratorio
de Bacteriologia Médica del Instituto Politécnico Nacional (IPN), Ciudad de

México. Shigella flexneri (Reg. HU 287) provino de un aislado clinico del
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Hospital Universitario, Eleuterio Gonzalez, UANL, es una cepa sensible a
antibiéticos. E. coli enterohemorragica, S. enteritidis, S. dysenteriae, Y.
enterocolitica se cultivaron en agar sangre al 5% a 37°C por 24 horas. C. jejuni

se cultivd en agar sangre al 5% a 37°C con 5% de CO, por 48 horas.

4.7.3.2 Preparacion del in6culo

Para la preparacion del indculo se transfirieron de tres a cinco colonias de cada
cultivo a tubos con solucion salina estéril, la turbidez fue ajustada a 0.5 del
estandar de McFarland (1.5X10® UFC (unidades formadoras de colonias)/mL).
Posteriormente, 10 uL se depositaron en 11 mL de caldo Mueller Hinton, para

alcanzar 5x10° UFC/mL.

4.7.3.3 Ensayo biologico

Para la realizacién de este ensayo se utilizé como referencia lo reportado por
Zgoda et al., (63) empleando el método de microdilucion. Este método consistio
en utilizar microplacas de 96 pocillos estériles de fondo redondo con tapa, a las
cuales se le adicionaron 100 yL de caldo Mueller Hinton en toda la placa.
Posteriormente, en el primer y segundo pocillo de la fila A se le adicionaron 100
ML de la solucion de trabajo (por duplicado) con la concentracién de 4X (200
pMg/mL para los compuestos y 800 ug/mL para los extractos crudos), a partir de
la fila A se comenz6 a realizar la dilucién 1:2 empleando una micropipeta
multicanal hasta llegar a la fila G, desechando los ultimos 100 uL. Después, se
tomaron 100 pL de la suspension bacteriana ajustada al tubo 0.5 de McFarland

y se adicionaron a los pozos con muestra, asi como los controles positivos. La

43



microplaca se sometio a incubacion a 37 °C durante 24 horas, a excepcion de

la cepa C. jejuni, la cual se incub6é 48 horas con cdmara de CO, al 5%. Al

término de la incubacion se evalu6 de forma visual el crecimiento o inhibicion de

la bacteria, tomandose como inhibiciéon los pocillos donde no se observo

turbidez ni depdsito de bacterias en el fondo. Se utilizd Levofloxacina como

control positivo de referencia. Se determiné la CMI como la minima

concentracion del compuesto que inhibe el crecimiento de la bacteria (Figura 7).
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Figura 7. Distribucién de placa de 96 pocillos en ensayo antibacteriano.

4.8 Actividad citotoxica.

4.8.1 Cultivo de células Vero.

Se hizo crecer las células Vero en medio Roswell Park Memorial Institute

(RPMI) suplementado con suero fetal bovino (SFB) al 10% y se incubo a 37 °C

en atmosfera hiumeda con 5% de CO,.
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4.8.2 Ensayo

Se despegaron las células adheridas a través de tripsinizacion adicionando
1 mL de tripsina-EDTA 0.25 % por caja, se dejo actuar la tripsina durante 30
minutos hasta que la mayoria de las células se despegaran, confirmandose por
observacion al microscopio. Pasados los 30 minutos se traspasaron las células
a tubos Eppendorf estériles y se sometieron a centrifugacion a 1500 rpm
durante 5 minutos, se retird la tripsina y se adicioné 1 mL de medio RPMI a
cada tubo Eppendorf para resuspender las células. Se realiz6 un conteo de la
cantidad de células presentes en la suspension con una cdmara de Neubauer.
La cantidad de células fue de 12.625 x 10*/mL. Posteriormente se adicionaron
200 pL de la suspension celular a cada pocillo de las placas de 96 pocillos
quedando una cantidad de 25, 250 células por pocillo. Se sometieron las placas
a incubacion durante 24h a 37° C en atmésfera humeda con 5% de CO2.
Transcurridas las 24 horas de incubacion se observo que las células estuvieran
adheridas y se retir6 el medio de cultivo. Se adicioné 200 yL de medio RPMI
fresco y 5 yL de cada compuesto a sus diferentes concentraciones asi como
con controles positivo (SDS al 1%) y negativo (caldo de cultivo sé6lo). Cada
concentracion se evalué por triplicado. Se sometieron nuevamente las placas a
incubacion en las condiciones ya mencionadas durante 24 horas.
Posteriormente se retiré el medio de cada pocillo y se adicionaron 50 uL de
tripsina-EDTA 0.25 % a cada pocillo y se dejo actuar durante 30 min. Se aspiro
la tripsina junto con las células de cada pozo y se traspaso el contenido de cada

pozo a tubos Eppendorf para centrifugar. Se retiro la tripsina y se adiciono 50
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ML de medio RPMI para lavar, y se retird el medio. Posteriormente se adiciond
200 pL para re-suspender las células en cada uno de los Eppendorf. Las
células de cada uno de los tres pocillos del control negativo se contaron

individualmente en la camara de Neubauer.

Se determind el porcentaje de viabilidad de cada pocillo a través del método
azul de tripano, para esto se tomaron 60 uL de cada tubo de Eppendorf y se
adicion6 20 pL de azul de tripano al 0.2 %, se dej6é transcurrir 15 minutos a
temperatura ambiente, se tomaron 20 yuL de esta mezcla y se colocé en un
portaobjetos para realizar el conteo de células viables y no viables. Para lo cual
se contd un total de 100 células por cada Eppendorff conteniendo las células de
cada pocillo. De estas 100 células las que se tifieron color azul oscuro se
contaron como células no viables (células muertas) y las que no se tifieron y
presentaban anillo de refractancia se contaron como células viables (células

vivas)(64, 65).

Se determind el % de viabilidad de la siguiente forma:

numero de células tehidas

% viabilidad = 100

- - - X
ntmero de células vivas (control)
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4.8.3 Concentracién inhibitoria media (Clso)

Se determind la Concentracion Inhibitoria Media (CI50) a través del andlisis
estadistico Probit, el cual consiste en transformar la curva dosis-respuesta
sigmoidea a una linea recta en donde se puede analizar por regresion lineal
dandonos una ecuacion de la recta que nos permite determinar la
Concentracion Inhibitoria 50 de cada compuesto ensayado. El % de viabilidad
(eje Y) se transforma a unidades probit y la concentracién del compuesto
evaluado (eje X) se transformdé a su logaritmo (Logl0), de esta forma
obtenemos la linea recta de la cual podemos obtener la ecuacion de la recta

gue nos permite conocer la concentracion.

4.9 Disposicion de residuos

La disposicion de residuos se realizo en base a las normas establecidas por el
departamento de manejo y control de residuos de la Facultad de Ciencias
Quimicas UANL, Servicio de Gastroenterologia de la Facultad de Medicina
UANL, Centro de Estudios para el Desarrollo Sostenible del Tecnolégico de

Monterrey y Laboratorio Unidad Noreste del CIATEJ.
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CAPITULO 5

5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. Estudio fitoquimico

De la planta A. farnesiana se obtuvieron cuatro extractos: hexanico,
cloroférmico, metandlico y acuoso. De los cuales el extracto hexanico y
cloroférmico se fraccionaron juntos debido a la similitud quimica apreciada en
CCF obteniendo tres compuestos por diferentes técnicas de purificacion: p-(3p,
22E)-estigmasta-5,22-dien-3-ol (AF1), tetracosanoato de (25)-2,3-
dihidroxipropilo (AF2) y B-D-Glucopiranésido de (3B, 22 E)-estigmasta-5,22-
dien-3-ilo (AF3). El extracto metandlico se fraccion6 por separado, las
fracciones fueron sometidas a diferentes técnicas cromatograficas lograndose
aislar siete compuestos: galato de metilo (AF4), &cido géalico (AF5), sacarosa
(AF6), pinitol (AF7), B-D-Glucopirandsido de (383, 22 E)-estigmasta-5,22- dien-3-
ilo (AF8), acido galico (AF9) y 7-O-B-D-Glucopirandsido de (2S) naringenina
(AF10). La elucidacién estructural de los compuestos se llevé a cabo por RMN
de 'H y **C. De manera adicional se llevé a cabo la acetilacion de p-(3B, 22E)-
estigmasta-5,22-dien-3-ol, Tetracosanoato de (2S)-2,3-dihidroxipropilo, B-D-

Glucopirandsido de (3, 22 E)-estigmasta-5,22- dien-3-ilo y galato de metilo

El extracto hexanico y cloroférmico fueron metilados por separado para su
analisis por CG y CG-EM. El extracto metandlico y acuoso fueron analizados

por CLAR-EM.
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5.1.1 Elucidacion estructural de compuestos del extracto hexanico-

cloroférmico

5.1.1.1 Propiedades fisicas y espectroscopicas de (3B, 22E)-estigmasta-
5,22-dien-3-ol (AF1)

Figura 8. (3B, 22E)-estigmasta-5,22-dien-3-ol (AF1)

Sdlido color blanco, soluble en CHCI3, pf 137-140°C, Cy9H430, PM: 412.69
g/mol. RMN *H (400 MHz, CDCls) & (ppm): 0.69 (s, 3H, Me-18), 0.79 (d, J= 6.92
Hz, 3H, Me-27), 0.80 (t, J= 7.1 Hz, 3H, Me-29), 0.83 (d, J= 7.32 Hz, 3H, Me-26),
1.01 (s, 3H, Me-19), 1.02 (d, J= 7. 72 Hz, 3H, Me-21), 3.52 (m, 1H, H-3), 5.01
(dd, J= 15.1, 8.6 Hz, 1H, H-23), 5.15 (dd, J= 15.1, 8.5 Hz, 1H, H-22), 5.35 (da,
J=4.72 Hz, 1H, H-6). RMN 3C (100 MHz, CDCls) & (ppm): 12.05 (C18), 12.25
(C29), 19.03 (C27), 19.40 (C19), 21.08 (C11, C26), 21.21 (C21), 24.36 (C15),
25.41 (C28), 28.92 (C16), 31.67 (C2), 31.88 (C7, C8), 31.90 (C25), 36.51 (C10),
37.26 (C1), 39.78 (C12), 40.49 (C20), 42.22 (C13), 42.31 (C4), 50.14 (C9),
51.24 (C24), 55.96 (C17), 56.87 (C14), 71.81 (C3), 121.71 (C6), 129.28 (C23),

138.32 (C22), 140.76 (C5).
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5.1.1.1.1 Elucidacion estructural de (38, 22E)-estigmasta-5,22-dien-3-ol
(AF1)
Los espectros de RMN de 'H y **C de AF1 mostraron un perfil de sefiales que
son caracteristicas de estructuras relacionadas a fitoesteroles. El espectro de
RMN 'H (Figura 9) en la regién de campo alto (0.69-1.02 ppm) se observé un
patron complejo de sefiales, de las que destacan las sefiales de mayor
intensidad atribuibles a seis grupos metilos & (ppm): 0.69- Me-18, 0.79 - Me-27,
0.80- Me-29, 0.83- Me-26, 1.01- Me-19, 1.02- Me-21. Los grupos metilos fueron
confirmados mediante el espectro de RMN de **C (Figura 10, Figura 11) los
cuales mostraron las seis sefiales en d (ppm): 12.05 (C18), 12.25 (C29), 19.03
(C27), 19.40 (C19), 21.08 (C26), 21.21 (C21). Los carbonos restantes de RMN
13C (figura 10, figurall) se atribuyen a nueve grupos metilenos y a cuatro
grupos metinos, de los cuales tres corresponden a metinos vinilicos & (ppm):
121.71 (C6), 129.28 (C23), 138.32 (C22), y uno es base de un grupo hidroxilo
en & 71.81 ppm (C3). Esto fue congruente con lo observable en el espectro de
RMN de 'H (Figura 9) donde se aprecié en 8 5.01 y 5.15 ppm dos dobletes de
dobletes que corresponden a los hidrégenos vinilicos H-23 y H-22,
respectivamente y un doblete ancho en & 5.35 ppm del hidrégeno olefinico H-6.
En & 3.52 ppm se visualizd6 un multiplete que corresponde a H-3. La
comparacion de estos datos espectroscopicos con los reportados en la literatura
(66) permitié establecer la identidad del compuesto mayoritario de AF1 como
(3B,22E)-estigmasta-5,22-dien-3-ol (Tabla 11). Este compuesto tiene una
férmula molecular Cy9H4g0, sin embargo aparte de las sefales caracteristicas

del (3B, 22E)-estigmasta-5,22-dien-3-ol se observaron en RMN *H sefiales que
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integran para un total de sesenta y siete protones, mientras que en RMN *3C se
observan cincuenta y cuatro sefiales, esto nos indic6 que hay una mezcla de
compuestos, un ejemplo de sefales extras es la observada en & 4.15 ppm
como un multiplete, por ello se procedi6 a realizar una acetilacion para
corroborar la estructura del (38B,22E)-estigmasta-5,22-dien-3-ol, y para
caracterizar los demas compuestos presentes en esta muestra por medio de

CG-EM.

Tabla 11. Datos espectroscoépicos de (3B, 22E)-estigmasta-5,22-dien-3-ol

RMN “H (400 MHz, CDCls) RMN “°C (100 MHz, CDCl3)
RMN *H (66) RMN *H AF1 RMN *°C (66) RMN *°C
Bppm Bppm Bppm AF1
Sppm
1 37.2 37.26
2 31.6 31.67
3  3.52(m,1H) 3.52 (m, 1H) 71.8 71.81
4 42.3 42.31
5 140. 7 140.76
6  5.35(m, 1H) 5.35 (da, J=4.72 Hz, 1H)  121.7 121.71
7 31.9 31.88
8 31.9 31.88
9 50.1 50.14
10 36.5 36.51
11 21.1 21.08
12 39.7 39.78
13 42.2 42.22
14 56.8 56.87
15 24.4 24.36
16 28.9 28.92
17 55.9 56.96
18  0.69 (s, 3H) 0.69 (s, 3H) 12.0 12.05
19 1.01 (s, 3H) 1.01 (s, 3H) 19.4 19.40
20 40.5 40.49
21 1.02 (d, J= 6.5Hz, 3H) 1.02 (d, J=7.72Hz, 3H) 21.2 21.21
22 5.15 (dd, J= 9 Hz, 15 5.15(dd, J= 15.1, 8.5 Hz, 138.3 138.32
Hz, 1H) Hz, 1H)
23 501 (dd, J= 9 Hz, 15 5.01 (dd, J= 15.2, 8.6 Hz, 129.2 129.28
Hz, 1H) 1H)
24 51.2 51.24
25 31.9 31.90
26  0.84 (d, J= 6.5Hz, 3H) 0.83 (d, J=7.32 Hz, 3H) 21.1 21.08
27  0.79 (d, J= 6.5Hz, 3H) 0.79 (d, J=6.92 Hz, 3H) 19.0 19.03
28 25.4 25.41
29  0.80 (t, J=7.5 Hz, 3H) 0.80 (t, J=7.1 Hz, 3H) 12.3 12.25
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5.1.1.2 Propiedades fisicas y espectroscopicas de (38, 22E)-
acetilestigmasta-5,22-dieno (AF1Ac)

Figura 12. (3B, 22E)-acetilestigmasta-5,22-dieno (AF1Ac)

Solido color blanco, soluble en CHCI3; pf 96-100 °C, CsiHs500,, PM: 454.73
g/mol. RMN *H (400 MHz, CDCls) & (ppm): 0.69 (s, 3H, Me-18), 0.79 (d, J= 6.96
Hz, 3H, Me-27) 0.80 (t, J= 7.04 Hz, 3H, Me-29), 0.83 (d, J= 7.2 Hz, 3H, Me-26),
1.02 (s, 3H, Me-19), 1.021 (d, J= 6.36 Hz, 3H, Me-21), 2.03 (s, 3H, CH3CO), 4.6
(m, 1H, H-3), 5.01 (dd, J= 15.16, 8.64 Hz, 1H, H-23), 5.15 (dd, J= 15.16, 8.6
Hz, 1H, H-22), 5.37 (da, J= 4.64, 1H, H-6). RMN *3C (100 MHz, CDCls) & (ppm):
12.04 (C18), 12.24(C29), 18.98 (C27), 19.30 (C19), 21.01 (C11), 21.08 (C26),
21.21 (C21), 21.44 (CH3CO), 24.35 (C15), 25.40 (C28), 27.77 (C2), 28.90
(C16), 31.86 (C7, C8), 31.88 (C25), 36.59 (C10), 36.99 (C1), 38.12 (C4), 39.62
(C12), 40.49 (C20), 42.20 (C13), 50.05 (C9), 51.23 (C24), 55.93 (C17), 56.78
(C14), 74.0 (C3), 122.63 (C6), 129.28 (C23), 138.31 (C22), 139.65 (C5), 170.56

(CH3CO).
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5.1.1.2.1 Elucidacién estructural del (3B, 22E)-acetilestigmasta-5,22-dieno

En el espectro de RMN 'H del (3B, 22E)-acetilestigmasta-5,22-dieno (Figura
13), se observo un patron de sefiales muy similar al espectro del (3B, 22E)-
estigmasta-5,22-dien-3-ol (AF1), en la regién de campo alto se observa seis
grupos metilos & (ppm): 0.69 -Me-18, 0.79 -Me-27, 0.80 -Me-29, 0.83 -Me-26,
1.02 -Me-19, 1.021 -Me-21. Se observd la presencia de dos dobletes de
dobletes que corresponden a los hidrégenos vinilicos H-23 y H-22 en & 5.01
(dd, J= 15.16, 8.64 Hz, 1H, H-23) y 5.15 (dd, J= 15.16, 8.6 Hz, 1H, H-22),
respectivamente, y un doblete ancho & 5.37 (da, J= 4.64, 1H, H-6) que
corresponde al hidrogeno olefinico H-6. Se observo que la sefial del proton H-3
se encontraba a campos mas bajos apareciendo en & 4.6 ppm porque se
encuentra geminal a un grupo éster. De manera adicional se observa un
singulete en 2.03 ppm que corresponde al metilo del grupo acetilo en la posicion
3. Estas sefiales fueron confirmadas en el espectro de RMN *3C (Figura 14,
Figura 15) apreciandose en 6 21.45 ppm (CH3CO) y en & 170.57 ppm (CH3CO),
también se observaron las seis sefiales de los metilos en & (ppm): 12.04 (C18),
12.24 (C29), 18.98 (C27), 19.30 (C19), 21.08 (C26), 21.21 (C21) y las sefiales
de los carbonos de las dos dobles ligaduras en & (ppm): 122.63 (C6), 129.28
(C23), 138.31 (C22) y 139.65 (C5), se aprecio el desplazamiento a campo bajo
del (C3) apareciendo en & 74.0 ppm. Se observaron tres sefales (0 127.08,
142.09 y 145.03 ppm) que corresponden a otro compuesto. Estos datos
espectroscopicos se compararon con los reportados en la literatura (67) (Tabla

12) con ello se pudo confirmar el compuesto mayoritario de AF1 como (38,
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22E)-estigmasta-5,22-dien-3-ol. Sin embargo el espectro de RMN *H muestra
en 5 4.15 y 4.30 ppm hidrégenos adicionales y en el espectro de RMN *3C se
observan tres carbonos vinilicos en & 127.08, 142.09 y 145.03 ppm adicionales
por lo que se llevé a cabo la CG-EM y de esta forma poder caracterizar los

componentes adicionales de AF1.

Tabla 12. Datos espectroscopicos de (3B, 22E)-acetilestigmasta-5,22-dieno

RMN H RMN 'H (400 MHz, RMN °C RMN C
(270 MHz, CDCl3) CDCl3) AF1Ac (77 MHz, (100 MHz, CDCl3)
Bppm (67) Spom CDCl3) AF1Ac
6ppm (67) 5ppm
1 36.98 36.99
2 27.75 27.77
3 4.60 (m, 1H) 4.60 (m, 1H) 73.98 74.00
4 38.10 38.12
5 139.64 139.65
6 5.37 (m, 1H) 5.35 (da, J= 5.37 Hz, 122.62 122.63
1H)
7 31.86 31.86
8 31.86 31.86
9 50.03 50.05
10 36.59 36.59
11 20.99 21.01
12 39.61 39. 62
13 42.19 42.29
14 56.77 56.78
15 24.33 24.35
16 28.90 28.90
17 55.90 55.93
18 0.69 (s, 3H) 0.69 (s, 3H) 12.02 12.04
19 1.02 (s, 3H) 1.02 (s, 3H) 19.30 19.30
20 40.49 40.49
21 1.02 (d, J=6.6 Hz, 3H)  1.021 (d, J= 6.36 Hz, 21.21 21.21
3H)
22 4.96-5.20 (m, 1H) 5.15(dd, J= 15.16, 8.6 138.31 138.31
Hz, 1H)
23 4.96-5.20 (m, 1H) 501 (dd, J= 15.16, 129.25 129.28
8.64 Hz, 1H)
24 51.21 51.23
25 31.86 31.88
26 0.84 (d, J=6.6Hz, 3H)  0.83(d, J=7.2 Hz, 3H) 21.08 21.08
27 0.79 (d, J=6.6Hz,3H) 0.79 (d, J=6.96 Hz, 18.96 18.98
3H)
28 25.39 25.40
29 0.80 (t, J=7.3 Hz, 3H)  0.80 (t, J=7.04 Hz, 3H) 12.24 12.24
COCH;  2.03 (s, 3H) 2.03 (s, 3H) 21.44 21.44
COCH, 170.55 170.56
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5.1.1.2 Anédlisis de AF1Ac por CG-EM

Para determinar la composicion quimica de AF1 Ac, esta se analizd por CG-
EM. En el cromatograma se observaron tres picos con diferentes tiempos de
retencion y area (Figura 10), los cuales se caracterizaron como dos esteroles
acetilados y un estigmasteno: 3-acetil-colest-5-en-22-ino, (3B, 22E)-
acetilestigmasta-5,22-dieno y estigmastan-3,5-dieno (Figura 16) siendo el (3p,
22E)-estigmasta-5,22-dien-3-ol el mas abundante (Tabla 13). Debido a que las
estructuras de los tres compuestos son muy similares no se pudieron separar
de manera individual por CC sin embargo se lograron apreciar algunas de sus

sefiales en los espectros de RMN *Hy *C.

Pub undance THC QD02 1D

e I

[irms—— 4 .00 &.00 &.00 10,00 1200 14 00 18 00 1800 MO0 FIT00 2400 MO0 IR IOO0 IFO0 3400 OO

Figura 16. Cromatograma de la muestra AF1Ac.
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Tabla 13. Resultados de CG-EM de la muestra AF1Ac

Tiempo de retencidn Esterol Porcentaje
(min) %
28.05 3-Acetil-colest-5-en-22-ino 11.50
28.29 (3B, 22E)-Acetilestigmasta- 51.08
5,22-dieno
28.78 Estigmastan-3,5-dieno 37.42

Estigmastan 3,5-dieno (3B, 22E)-acetilestigmasta-5,22-dieno
C29H48
PM-396.38 C29H480

R PM:412.37

3-Acetil-colest-5-en-22-ino
C29H460
PM:410.35

Figura 17. Estructura quimica de los esteroles caracterizados por CG-EM de la
muestra AF1Ac.
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Las sefales observadas en los espectros de RMN del (3B, 22E)-estigmasta-
5,22-dien-3-ol muy probablemente correspondan al Estigmastan-3,5-dieno, ya
gue es el segundo compuesto mayoritario, ademas al realizar la acetilaciéon no
se observaron sefales adicionales ya que el tercer compuesto se encuentra en

menor cantidad.

5.1.1.4 Propiedades fisicas y espectroscopicas del tetracosanoato de (2S)-
2,3-dihidroxipropilo (AF2)

3 5 7 9 11 13 15 17 19 21 23

Figura 18. Tetracosanoato de (2S)-2,3-dihidroxipropilo (AF2)

Salido color blanco, soluble en CHCIs, pf 67-68°C, C,7H5404, PM: 442.40 g/mol.
RMN *H (400 MHz, CDCls) 5 (ppm): 0.88 (t, J= 6.78 Hz, 3H, Me-24), 1.25 (sa,
38H, (CHy)19, C4-C22), 1.50 (sa, 1H, OH-3"), 1.63 (m, 4H, H-3, H-23), 2.04 (s,
1H, OH-2), 2.35 (t, J= 7.58 Hz, 2H, H-2), 3.60 (dd, J= 11.46, 5.78 Hz, 1H, H-
3B), 3.70 (dd, J= 11.46, 3.98 Hz, 1H, H-3"a), 3.94 (m, 1H, H-2"), 4.15 (dd, J=
11.68, 6.12 Hz, 1H, H-1'), 4.21 (dd, J= 11.64, 4.6 Hz, 1H, H-1"a). RMN **C
(100 MHz, CDCI3) & (ppm): 14.35 (C24), 22.91 (C23), 25.13 (C3), 29.34 (C4),
29.46 (C5), 29.58 (C8), 29.67 (C9), 29.82 (C21), 29.86 (C6), 29.88 (C7), 29.92
(C10-C20), 32.14 (C22), 34.37 (C2), 63.53 (C3), 65.38 (C1"), 70.48 (C2),
174.61 (C1).

5.1.1.4.1 Elucidacién estructural de tetracosanoato de (2S)-2,3-
dihidroxipropilo (AF2)
Los espectros de RMN de AF2 muestran sefales caracteristicas de un

monoacilglicerol, en este caso del acido graso de veinticuatro carbonos sin

63



insaturaciones, que corresponde al &cido lignocérico. En el espectro de RMN *H
(Figura 19) se observa en campos altos un triplete en & 0.88 ppm que
corresponde al metilo terminal del acido graso en & 1.25 ppm, se observa un
singulete ancho que integra para 38 protones los que corresponden a 19
metilenos (H4-H22), en & 1.63 ppm se observa un multiplete que integra para
cuatro protones de la posicion tres y veintitrés de la cadena lateral saturada, el
metileno de la posicion dos vecino al carbonilo se observa como un triplete en &
2.35 ppm. En la regién que corresponde al glicérido se observan dos dobles de
dobles en 3.6 ppm (J= 11.46,578 Hz)y & 3.7 ppm (J = 11.46, 3.98 Hz)
que corresponden a los H-3'B y H-3a, respectivamente, la constante de
acoplamiento indica que hay un acoplamiento vecinal y uno geminal, lo mismo
sucede para H-1'B y H-1"a que aparecen como dos dobletes de dobletes en &
4.15 ppm (J =11.68, 6.12 Hz) y © 4.21 ppm (J = 11.64, 4.6 Hz), en 6 3.94 se
encuentra un multiplete que corresponde a H-2°, estas cinco sefales
confirmaron que era un monoacilglicerol que forma el enlace éster en el C1".
Los protones de los dos hidroxilos aparecen como singuletes anchos en & 1.50
y 2.04 ppm. Con el espectro de RMN *3C (Figura 20) se pudo confirmar estos
datos, en el que se observa en & 14.35 una sefal de metilo terminal, de 6 22 a
34 ppm se observan sefales de veintiddés metilenos, de & 63 a 70 se observan
tres senales de los carbonos del glicérido y en & 174 ppm una sefal que
corresponde al carbonilo del éster. Los datos espectroscopicos correspondieron
a los previamente reportados en la literatura para Tetracosanoato de (2S)-2,3-

dihidroxipropilo (68, 69).

64



7500
7000

~6500

G000

5500

5000

4500

4000

3500

3000

2500

2000
F1500

~-500

8298'(n,
7088'0—
£968'0-

P Tl TE

Me-24

LR ey 2

9206' T
mm mm .—.._____.
6119°T)
66791~
bLbO T
9%99'T-

FPBED E—

OFEE T
LESEC- F
SCLET

£785°€1
8965°€
OT19'€;
bST9'E
1£89'€
0£69'€~,
L1 :.m-w
696 E,
BLEG'EN
98Y6'E"
6821
T8ST'
VLT
PE6T v
6400+

23

21

19

17

15

13

11

24

22

20

18

16

14

12

o
—

H-23
|
.

bl —_—=

b =i

T R—

o

o —=ET- [666'0]

H-1p

H1la
b
1!
w uii
4.2

== 15007

9020'1 |

0.8

— 9046°0¢

28

4.0

= 02607}
— - ﬁ_m.c.c.ﬁ |

1.0

12

1.4

1.6

1.8

2.0

2.2

2.4

2.6

3.0

3.2

3.4

3.6

3.8

4.4

f1 (ppm)

Figura 19. Espectro de RMN de *H (400 MHZ, CDCls) de Tetracosanoato de (2S)-2,3-dihidroxipropilo (AF2)

65



5 %33 BONESOR3RSENR
Z SR8 SIGREZ8HESRNER
= REQ XHRAARAAMIKLANT,
| [~ ey |
O
3 5 7 9 11 13 15 17 19 21 23
H O™ o4
i 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22
TH
~OH
C10-C20
|
Y
Cc-3
II c-23
c-1" c22 | ;
' c-3° \ [
| Jrl.)r.-" II | {
| cz 1 | |I
: | | Cc-24
c-2°7 ’,’x . L | L
c-1 |1 LY 1]
]
T o T T R R e NPT NI T S S ey e e e S ST e S A AR
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
180 170 160 150 140 130 120 110 100 50 80 70 60 50 40 30 20 10 0
f1 (ppm)

4000

3500

3000

2500

2000

1500

1000

500

Figura 20. Espectro de RMN *C (100 MHz, CDCls) de Tetracosanoato de (2S)-2, 3-dihidroxipropilo (AF2)

66



5.1.1.5 Propiedades fisicas y espectroscépicas del B-D-Glucopiranésido
de (3B, 22 E)-estigmasta-5,22- dien-3-ilo (AF3)

Figura 21. B- D- Glucopiranésido de (38, 22 E)-estigmasta-5, 22- dien-3-ilo
(AF3)

Sdlido color beige, soluble en dimetilsulféxido (DMSO) o piridina, pf 288- 290°C,
CasHssOs, PM: 574.42 g/mol. RMN *H (400 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 0.64 (s, 3H,
Me-18), 0.79 (t, J= 7.40 Hz, 3H, Me-29), 0.80 (d, J= 7.64 Hz, 3H, Me-27), 0.89 (d,
J=6.24 Hz, 3H, Me-26), 0.95 (s, 3H, Me-19), 0.99 (d, J= 6.36 Hz, 3H, Me-21), 2.88
(m, 1H, H-2"), 3.01 (m, 2H, H-5), 3.04 (m, 2H, 4°), 3.11 (m, 1H, H-3"), 3.46 (m, 1H,
H-3), 3.48 (m, 1H, H-6"a), 3.63 (dd, J= 10.7, 5.4 Hz, 1H, H-6"b), 4.21 (d, J= 7.72 Hz,
1H, H-1"), 4.45 (t, J= 5.6 Hz, 1H, OH-6"), 4.88 (sa, 1H, OH-4"), 4.89 (sa, 1H, OH-
27), 4.91 (d, J = 4.5 Hz, 1H, OH-3°), 5.01 (dd, J= 15, 8.72, Hz, 1H, H-23), 5.15 (dd,
J=15.04, 8.62 Hz, 1H, H-22), 5.32 (sa, 1H, H-6). RMN **C (100 MHz, DMSO-ds): &
(ppm): 11.69 (C29), 11.80 (C18), 18.63 (C21), 18.85 (C27), 18.95 (C19), 19.12
(C26), 22.62 (C11), 23.88 (C28), 24.88 (C15), 29.26 (C16), 31.38 (C7, C8), 31.43
(C24, C25), 33.35 (C2), 35.49 (C20), 36.23 (C10), 36.83 (C4), 38.30 (C1), 39 (C12),
41.87 (C13), 49.61 (C9), 55.43 (C17), 56.27 (C14), 61.11 (C6), 70.12 (C2"), 73.48
(C4’), 76.76 (C5’), 76.92 (C3’), 76.98 (C3), 100.78 (C1°), 121.24 (C6), 130.74

(C23), 138.06 (C22), 140.47 (C5).
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5.1.1.5.1 Elucidacion estructural de B- D- Glucopiranésido de (38, 22 E)-
estigmasta-5, 22- dien-3-ilo (AF3)
Los espectros de RMN *H y **C de AF3 exhibieron patrones espectroscopicos
relacionados a los glucosidos de fitoesteroles, encontrando una similitud con los
espectros de RMN del (3B, 22E)-estigmasta-5,22- dien-3-ol. En el espectro de
RMN 'H (Figura 22) se apreciaron a campos altos seis sefales
correspondientes a los seis metilos del (33, 22E)-estigmasta-5,22- dien-3-ol &
(ppm): 0.64 (Me-18), 0. 79 (Me-29), 0.80 (Me-27), 0.89 (Me-26), 0.95 (Me-19),
0.99 (Me-21). En & 5.01 y 5.15 ppm se observaron dos dobletes de dobletes
que corresponden a los a los hidrégenos olefinicos H-23 (J= 15, 8.72 Hz) y H-
22 (J= 15.04, 8.62 Hz), en ® 5.32 ppm se observd un singulete ancho
correspondiente al hidrogeno olefinico H-6, en & 3.46 ppm se visualizd6 un
multiplete que corresponde al proton H-3. En el rango de & 2.88 a 4.21 ppm
resuenan seis sefales de protones base de alcohol que integran para siete
hidrégenos, 6 2.88 (H-2"), 3.01 (H-5"), 3.04 (H-4"), 3.11 (H-3"), 3.48 (H-6"a),
3.63 (H-6'b), y 4.21 (H-1"), de los cuales la sefal en ® 4.21 ppm es un doblete
(J = 7.72 Hz) que corresponde al proton anomeérico de una B-D-glucosa. Los
datos espectroscopicos de RMN de **C (Figura 23, Figura 24) corroboran la
presencia de la glucosa: & (ppm) 61.11 (C6"), 70.14 (C2"), 73.43 (C4"), 76.75
(C3), 76.63 (C5°), 100.77 (C1°). Los datos espectroscopicos fueron
corroborados con lo reportado en la literatura (70, 71) (Tabla 14). EI compuesto
AF8 resulté ser el mismo compuesto que AF3, el espectro de RMN también se

analizé en piridina deuterada (apéndice A).
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Tabla 14. Datos espectroscopicos de B-D-Glucopiranésido de (38, 22 E)-

estigmasta-5,22-dien-3-ilo (AF3).

RMN *H (400 MHz, DMSO-dy)

RMN **C (100 MHz, DMSO-

de)
RMN ™H (70, 71) RMN H AF3 RMN RMN
Bpom Bppm B¢ (70, 71) C AF3
6 ppm 5 ppm
1 38.28 38.30
2 33.33 33.35
3 3.46 (m, 1H) 3.46 (m, 1H) 76.95 76.98
4 36. 76 36.83
5 140.43 140.47
6 5.31 (sa,1H) 5.35 (sa,1H) 121.04 121.24
7 31.30 31.38
8 31.38 31.38
9 49.57 49.61
10 36.15 36.23
11 22.59 22.62
12 41.69 39
13 41.80 41.87
14 56.20 56.27
15 24.72 24.88
16 29.20 29.26
17 56.11 55.43
18 0.64 (s, 3H) 0.64 (s, 3H) 11. 76 11.80
19 1.00 (s, 3H) 0.95 (s, 3H) 18.99 18.95
20 35.37 35.49
21 0.97 (d, J=6.23 Hz, 0.99 (d, J=6.36 Hz, 3H) 18.76 18.63
3H)
22 5.14 (m,1H) 5.15(dd, J= 15.04, 8.62 Hz, 137.85 138.06
1H)
23 5.00 (m,1H) 5.01 (dd, J= 15.0, 8.72 Hz, 128. 79 130.74
1H)
24 31.20 31.43
25 31.20 31.43
26 0.88 (d, J=6.59 Hz, 0.89 (d, J= 6.24 Hz, 3H) 19.28 19.12
3H)
27 0.81 (d, J=6.96 Hz, 0.80 (d, J= 7.64 Hz, 3H) 18.89 18.85
3H)
28 23.76 23.88
29 0.82 (t, J=7.33 Hz, 0.79 (t, J=7.40 Hz, 3H) 11.58 11.69
3H)
1 4.23 (d, J=7.8 Hz, 4.21 (d, J=7.72 Hz,1H) 100.77 100.78
1H)
2 2.91 (m,1H) 2.88 (m,1H) 70.14 70.12
3 3.15 (m, 1H) 3.11 (m, 1H) 76.75 76.92
4 3.08 (m,1H) 3.04 (m,1H) 73.43 73.48
5 3.04 (m,1H) 3.01 (m, 1H) 76.63 76.76
6'a 3.50 (m,1H) 3.48 (m, 1H) 61.10 61.11
6'b 3.66 (m,1H) 3.63 (dd, J=10.7, 5.4 Hz, 1H)
OH-2 4. 73 (sa, 1H) 4.89 (sa, 1H)
OH-3°  4.75(sa, 1H) 4.91 (d, J=4.5 Hz, 1H)
OH-4 4.71 (sa, 1H) 4.88 (sa, 1H)
OH-6"  4.30 (t, J=6.0 Hz, 4.45 (t, J=5.6 Hz,1H)

1H)
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5.1.1.6 Propiedades fisicas y espectroscopicas del B-D-

tetraacetilglucopiranosido de (3B,22E)-estigmasta-5,22-dien-3-ilo (AF3Ac)

Figura 25. 8 -D-tetraacetilglucopiranosido de (33,22E)-estigmasta-5,22-dien-3-
ilo (AF3Ac)

Sdlido color blanco , soluble en CHCI;, punto de fusion de 144-147 °C,
C43HesO10, PM: 742.98 g/mol. RMN *H (400 MHz, CDCls) & (ppm): 0.67 (s, 3H,
Me-18), 0.80 (t, J=7.24 Hz, 3H, Me-29), 0.83 (d, J=7.04 Hz, 3H, Me-27), 0.91 (d,
J=6.44 Hz, 3H, Me-26), 0.98 (s, 3H, Me-19), 1.02 (d, J=6.64 Hz, 3H, Me-21),
2.00 (s, 3H, CH3CO-3%), 2.02 (s, 3H, CH3CO-2"), 2.05 (s, 3H, CH3CO-4"), 2.08
(s, 3H, CH3CO-6"), 3.48 (m, 1H, H-3), 3.67 (m, 1H, H-2), 4.1 (dd, J=12.2, 2.88
Hz, 1H, H-6"a), 4.26 (dd, J=12.22, 4.82 Hz, 1H, H-6"b), 4.59 (d, J=8.0 Hz, 1H,
H-17), 4.96 (t, J= 9.48 Hz, 1H, H-3"), 5.03 (dd, J= 14.16, 5.56 Hz, 1H, H-23),
5.07 (t, J= 9.68 Hz, 1H, H-5"), 5.13 (dd, J=15.16, 6.52 Hz, 1H, H-22), 5.20 (t,
J=9.52 Hz, 1H, H-4") 5.36 (da, J=4.84 Hz, 1H, H-6). RMN **C (100 MHz, CDCls)
0 (ppm): 11.89(C29), 12.02 (C18),18.81 (C21),19.07(C27), 19.39 (C19), 19.85
(C26), 20.65 (CH3CO-67), 20.68 (CH3C0O-4"), 20.76 (CH3CO-3"), 20.80 (CH3CO-
2°), 21.08 (C11), 23.10 (C28), 24.33 (C15), 28.27 (C16), 29.48 (C24), 31.90
(C8, C25), 31.98 (C7), 33.98 (C-2), 36.16 (C20), 36.76 (C10), 37.23 (C1),
38.95 (C4), 39.77 (C12), 42.36 ( C13), 50.20 (C9), 56.09 (C17), 56.79 (C14),
62.15 (C6"), 68.53 (C4"), 71.54 (C3"), 71.73 (C5"), 72.96 (C3), 80.12 (C2"),
99.68 (C1"), 122.20 (C6), 129.34 (C23), 138.32 (C22), 140.40 (C5), 169.34
(CH3CO-3), 169.44 (CH3CO-4"), 170.40 (CH3CO-2"), 170.74 (CH3CO-6").
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5.1.1.6.1 Elucidacion estructural de B-D-tetraacetilglucopiranosido de
(3B,22E)-estigmasta-5,22-dien-3-ilo (AF3Ac)
El espectro de RMN *H (Figura 26) mostré datos espectroscépicos similares al
(3B,22E)-estigmasta-5,22-dien-3-ilo, teniendo en campos altos seis sefales
correspondientes a seis metilos en & (ppm): 0.67 (Me-18), 0.80 (Me-29), 0.83
(Me-27), 0.91 (Me-26), 0.98 (Me-19), 1.02 (Me-21). En 8 5.03 y en 5.13 ppm se
presentaron dos dobletes de dobletes que corresponden a los protones
olefinicos H-23 (J= 5.56, 14.16 Hz) y H-22 (J= 15.16, 6.52 Hz), respectivamente
y en 0 5.36 ppm se presentd un doblete ancho del protén olefinico H-6. De
forma adicional se observan cuatro singuletes de grupos acetilo de la azucar
acetilada 8 (ppm): 2.00 (CH3CO-3), 2.02 (CH3CO-2°), 2.05 (CH3CO-4"), 2.08
(CH3CO0-67), siete hidrégenos vecinos a un grupo éster & (ppm): 3.67 (m,H-27),
H-6" se observo a 6 4.1 ppm (dd, J=12.2, 2.88 Hz, H-6"a) y 4.26 (dd, J=12.22,
4.82 Hz, H-6"b), el proton anomérico (H-1") resuena en 4.59 ppm con una J =
8.0 Hz confirmando la orientacion B de la glucosa por el acoplamiento axial-
axial con el proton H-2", ademas se observo las otras sefiales del azucar: &
(ppm): 4.96 (t, J=9.48 Hz, H-3"), 5.07 (t, J= 9.68 Hz, H-5"), y 5.20 (t, J=9.52 Hz,
H-4"). Se confirmé con el espectro de RMN **C (Figura 27, Figura 28), la
acetilacion de la glucosa con las sefiales de los cuatro metilos unidos al grupo
carbonilo del éster en & (ppm): 20.65 (CH3CO-67), 20.68 (CH3CO-4"), 20.76
(CH3CO0-37), 20.80 (CH3CO-2") y cuatro carbonilos de éster en & (ppm): 169.34

(CH3CO-3"), 169.44 (CH3CO-4"), 170.40 (CH3CO-2), y 170.74 (CH3CO-6). Los
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datos espectroscépicos de este derivado estan de acuerdo con reportadas

previamente por Alam y colaboradores (71)(Tabla 15).

Tabla 15. Datos espectroscopicos de B-D-tetraacetilglucopiranosido de
(3B,22E)-estigmasta-5,22-dien-3-ilo (AF3Ac)

RMN "H (400 MHz, DMSO-de)

RMN *°C (100 MHz, DMSO-

de)
RMN 'H (71) RMN H AF3 RMN RMN
Sppm Sppm Bc (71) 3C AF3
5 ppm 5 ppm

1 37.20 37.23
2 33.94 33.98
3 3.45 (m, 1H) 3.48 (m, 1H) 72.92 72.96
4 39.73 38.95
5 140.36 140.40
6 5.33 (sa,1H) 5.36 (da, J= 4.84Hz, 1H) 122.16 122.20
7 31.94 31.98
8 31.87 31.90
9 50.17 50.20
10 36.13 36.76
11 21.20 21.08
12 40.45 39.77
13 42.33 42.36
14 56.75 56.79
15 24.29 24.33
16 28.22 28.27
17 56.05 56.09
18 0.65 (s, 3H) 0.67 (s, 3H) 11.98 12.02
19 1.00 (s, 3H) 0.98 (s, 3H) 19.34 19.39
20 36.72 36.16
21 0.99 (d, J=6.60 Hz, 3H)  1.02 (d, J= 6.64 Hz, 3H) 18.77 18.81
22 5.16 (m,1H) 5.13 (dd, J= 15.16, 6.52 Hz, 1H)  137.27 138.32
23 5.05 (m,1H) 5.03 (dd, J= 14.16, 5.56 Hz, 1H)  129.31 129.34
24 29.16 29.48
25 31.87 31.90
26 0.89 (d, J=6.59 Hz, 3H)  0.91 (d, J= 6.44 Hz, 3H) 19.80 19.85
27 0.81 (d, J=6.96 Hz, 3H)  0.83 (d, J= 7.04 Hz, 3H) 19.03 19.07
28 23.07 23.10
29 0.83 (t, J=7.32 Hz, 3H)  0.80 (t, J=7.24 Hz, 3H) 11.85 11.89
1 457 (d, J=8.06 Hz, 1H)  4.59 (d, J= 8.0 Hz,1H) 99.64 99.68
2 3.45 (m,1H) 3.67 (m, 1H) 80.07 80.12
3 3.48 (m, 1H) 4.96 (t, J =9.48 Hz, 1H) 71.51 71.54
4 5.03 (m,1H) 5.20 (t, J= 9.52 Hz, 1H) 68.55 68.53
5 4.91 (m,1H) 5.07 (t, J= 9.68 Hz, 1H) 71.55 71.73
6a 4.81 (m,1H) 4.26 (dd, J= 12.22, 4.82 Hz, 1H)  62.10 62.15
6'b 4.08 (m,1H) 4.11 (dd, J= 12.2, 2.88 Hz, 1H)

CHsCO-2 1.99 (s, 3H) 2.02 (s, 3H) 21.20 20.80
CH;CO-3 1.98 (s, 3H) 2.00 (s, 3H) 21.04 20.76
CH;CO-4 2.02 (s, 3H) 2.05 (s, 3H) 20.76 20.68
CH5CO-6 2.05 (s, 3H) 2.08 (s, 3H) 20.71 20.65
CHsCO-2 170.35 170.40
CH5CO-3 169.30 169.34
CH3CO-4 169.40 169.44
CH3CO-6 170.69 170.74
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5.1.2 Caracterizacion y elucidacion estructural de compuestos del extracto

metanolico

5.1.2.1 Propiedades fisicas y espectroscopicas del galato de metilo (AF4)

Figura 29. Galato de metilo (AF4)
Solido o cristales color blanco, soluble en acetona, pf 198- 200°C, CgHgOs, PM:
184.15 g/mol. RMN *H (400 MHz, Acetona-dg) d (ppm): 3.78 (s, 3H, OMe), 7.11
(s, 2H, H-2, H-6), 8.17 (s, 3H, OH). RMN *C (100 MHz, Acetona-ds) 5 (ppm):
51.01 (OMe), 108.92 (C2, C6), 120.93 (C1), 137.82 (C4), 145.16 (C3, C5),

166.27 (COOR).

5.1.2.1.1 Elucidacién estructural de galato de metilo (AF4)

En el espectro de RMN 'H (Figura 30) se observaron tres singuletes que
integran para un total de 8 protones, dos de esas sefiales se localizan en la
region aromatica, en ® 7.11 ppm se encuentra un singulete que integra para dos
protones magnéticamente iguales H-2 y H-6, y en & 8.17 ppm se observd un

singulete ancho que integra para 3 protones de hidroxilos fendlicos. En & 3.78
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ppm resuena un singulete que corresponde a un metilo de éster. Estos datos
fueron corroborados con el espectro de RMN de *3C (Figura 31) donde se
observan un total de seis sefales: en & 51.01 ppm resuena el metilo de un
éster, en 6 108.92 ppm dos carbonos aromaticos magnéticamente iguales (C2,
C6), en ® 120.93 ppm un carbono aromatico que soporta un carbonilo, en &
137.82 ppm un carbono aromatico que esta unido a un grupo hidroxilo, en &
145.16 ppm dos carbonos aroméaticos magnéticamente iguales que estan
unidos cada uno a un grupo hidroxilo y en & 166.27 ppm resuena el grupo
carbonilo de un éster. La comparacion de los datos observados en RMN *H y
13C con los reportados en la literatura (52, 72) permitieron establecer que la

estructura corresponde al galato de metilo
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5.1.2.2 Propiedades fisicas y espectroscopicas del galato de metilo
triacetilado (AF4 Ac)
O
AcO_3 2 ~
7 O

AcO™ 4 5 6
OAc

Figura 32. Galato de metilo triacetilado (AF4 Ac)

Sdlido color blanco, soluble en CHCI;, pf 121-123 °C, C;4H1405 PM: 184.15 g/mol.
RMN *H (400 MHz, CDCl3) & (ppm): 2.32 (s, 9H, 3x CH5CO), 3.92 (s, 3H, OMe), 7.82
(s, H-2, H-6). RMN **C (100 MHz, CDCl3) & (ppm): 20.17 (CHsCO-4), 20.58 (CH;CO-3,
CH;CO-5), 52.57 (OCHs), 122.22 (C2, C6), 128.29 (C1), 138.58 (C4), 143.39 (C3, C5),

164.90 (CH,CO-1), 166.44 (CH,CO-4), 167.61 (CHsCO-3, CH;CO-5).

5.1.2.2.1 Elucidacién estructural del galato de metilo triacetilado

El espectro de RMN de 'H y *C del galato de metilo triacetilado muestra un
patrén de sefiales muy similar al galato de metilo, en el espectro RMN de *H
(figura 33) se observo el singulete del metilo de un éster en d 3.92 ppm, en la
regibn aromatica se observaron dos hidrégenos magnéticamente equivalentes
(® 7.82 ppm, H-2, H-6), de forma adicional aparece un singulete en & 2.32 ppm
gue integra para nueve protones, indicando que el galato de metilo se acetil6 en
los tres hidroxilos, lo anterior se corroboré con el espectro de RMN *3C (figura
34), donde se apreciaron dos senales en & 20.17 y 20.58 ppm que
corresponden a los CH3—CO, vy sus correspondientes carbonilos resuenan en &

164.90, 166.44 y 167.61 ppm.
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5.1.2.3 Propiedades fisicas y espectroscépicas del acido gélico (AF5)

OH

Figura 35. Acido gélico (AF5)

Sdlido o cristal en forma de agujas de color blanco, soluble en acetona, pf 208-
210°C, C;HsOs, PM: 170.12 g/mol. RMN *H (400 MHz, Acetona-dg) & (ppm): 3.08
(sa, 4H, OH-4), 7.14 (s, 2H, H-2, H-6), 8.22 (sa, 2H, OH-3, OH-5). RMN **C (100
MHz, Acetona-dg) & (ppm): 109.22 (C2, C6), 121.15 (C1), 137.77 (C4), 145.11 (C3,
C5), 166.82 (COOH).

5.1.2.3.1 Elucidacién estructural del &cido galico (AF5)

El compuesto AF5 mostré en el espectro de RMN sefiales muy similares al galato
de metilo, el espectro de RMN de 'H (Figura 36) integra para cinco protones, en la
region aromatica se observa un singulete & 7.14 ppm que integra para dos
protones magnéticamente iguales, los cuales pertenecen a H-2 y H-6, se
observaron dos singuletes anchos, uno en & 3.08 ppm integrando para un
hidrégeno del OH-4, mientras que la sefial en & 8.22 ppm integra para dos

hidrégenos de los hidroxilos en la posicién meta (OH-3 y OH-5).

El espectro de RMN **C (Figura 37) presenta cuatro sefiales en la regién aromatica
5 ppm: 109.22 (C2, C6), 121.15 (Cl), 137.77 (C4), 145.11 (C3, C5) que
corresponden a seis carbonos aromaticos, en & 166.82 ppm se observa una sefial
que corresponde al carbonilo de un a&cido carboxilico. Las constantes
espectroscopicas de este compuesto corresponden a las previamente reportadas

para el acido galico (73).
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5.1.2.4 Propiedades fisicas y espectroscopicas de la sacarosa (AF6)

Figura 38. Sacarosa (AF6)

Solido color blanco, soluble en agua, pf 185-186°C, Ci2H,,011, PM: 342.30
g/mol. RMN H (400 MHz, D,0) & (ppm): 3.43 (t, J= 9.42 Hz, 1H, H-4), 3.52 (dd,
J= 10, 3.84 Hz, 1H, H-2), 3.63 (s, 2H, H-1"), 3.72 (t, J= 9.56 Hz, 1H, H-3), 3.78
(d, J= 2.96 Hz, 2H, H-6), 3.79 (d, J= 2.8 Hz, 2H, H-6"), 3.83 (m, 1H, H-5), 3.86
(m, 1H, H-5%), 4.01 (t, J= 8.56 Hz, 1H, H-4"), 4.18 (d, J= 8.76 Hz, 1H, H-3"), 5.38
(d, J= 3.88 Hz, 1H, H-1). RMN *3C (100 MHz, D,0) d (ppm): 62.59 (C6), 63.82
(C1°), 64.84 (C6’), 71.70 (C4), 73.55 (C2), 74.88 (C5), 75.05 (C3), 76.47 (C4),

78.88 (C3"), 83.85 (C5'), 94.66 (C1), 106.17 (C2").
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5.1.2.4.1 Elucidacién estructural de sacarosa (AF6)

El espectro de RMN de 'H (Figura 39) de AF6 presentd un patron
espectroscopico de un disacarido, integrando para catorce protones, se observa
un doblete en & 5.38 ppm del proton anomérico con J= 3.88 Hz lo que indica
que esta en posicion alfa, en la regién de 63.43 a 4.18 ppm se observa once
sefales de protones base de alcohol, en & 3.43 ppm se observa un triplete que
corresponde a H-4 (J= 9.42 Hz), en & 3.52 ppm resuena un doblete de doblete
con J= 10.0, 3.84 Hz correspondiendo al H-2, se observa un singulete en 3.63
ppm de H-1", el protén H-3 resuena en & 3.72 ppm (t, J= 9.56 Hz), en & 3.78
(J=2.96 Hz) y 3.79 ppm (J= 2.8 Hz) se observan dos dobletes atribuibles a H-6
y H-6", para los protones H-5 y H-5" se observan dos multipletes resonando en
0 3.83 y 3.86 ppm, en 6 4.01 ppm se muestra un triplete de H-4"(J= 8.56 Hz), en
0 4.18 ppm resuena un doblete atribuible a H-3"(J= 8.76 Hz). Estos datos fueron
corroborados con el espectro de RMN de *3C (Figura 40), en la que se muestra
en campos bajos el carbon anomérico en 94.66 ppm (C1) y en 106.17 ppm el
carbon ipso (C2°), se observan siete sefiales en la regiéon de 6 71.70 a 83.85
ppm, correspondiendo a los siete metinos restantes, 71.70 (C4), 73.55 (C2),
74.88 (C5), 75.05 (C3), 76.47 (C4"), 78.88 (C3"), 83.85 (C5"), tamhién se
observan en 62.59 a 64.84 tres sefales de tres los metilenos presentes en la
sacarosa 62.59 (C6), 63.82 (C1"), 64.84 (C6"). Estos datos espectroscopicos
fueron comparados con la literatura (74) corroborando la estructura de la

sacarosa.
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5.1.2.5 Propiedades fisicas y espectroscopicas del pinitol (AF7)

HO
5
° 1 OH
(@)
HO ™
2 OH 6

Figura 41. Pinitol (AF7)

Solido color blanco, soluble en agua, pf 179-180 °C, C;H140s, PM: 194.18
g/mol. RMN *H (400 MHz, D,0) & (ppm): 3.18 (t, J= 9.64 Hz, 1H, H-6), 3.44 (s,
3H, OCHz3), 3.49 (t, J= 9.64 Hz, 1H, H-1), 3.55 (dd, J= 9.94, 2.38 Hz, 1H, H-2),
3.65 (dd, J= 9.98, 2.42 Hz, 1H, H-5), 3.84 (m, 2H, H-3, H-4). RMN *C (100
MHz, D,O) & (ppm): 59.67 (OCH3), 69.76 (C5), 70.47 (C2), 71.40 (C3), 71.61

(C4), 72.07 (C1), 82.72 (CB6).

5.1.2.5.1 Elucidacién estructural de pinitol (AF7)

El espectro de RMN *H (Figura 42) de AF7 integr6 para nueve protones, se
observo un triplete en & 3.18 ppm (J= 9.64 Hz), que corresponde a H-6, en &
3.44 ppm hay un singulete que integra para tres protones de un metoxilo, en &
3.49 ppm resuena un triplete (J= 9.64 Hz) de H-1, en & 3.55 ppm (J= 9.94,
2.38 Hz) y 3.65 ppm (J= 9.98, 2.42 Hz) resuenan los hidrogenos H-2 y H-5, sus
constantes de acoplamiento son muy similares debido a que se presenta un

acoplamiento axial-axial y axial-ecuatorial, se observé en & 3.84 ppm un
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multiplete para los hidrogenos H-3 y H-4. En el espectro de RMN *3C (Figura

43) se observaron siete sefales, en & 59.67 ppm resuena el carbono de un

metoxilo, en la region & 69.76 a 72.07 ppm se observan cinco sefales de

carbonos base de alcohol (C5, C2, C3, C4, C1), mientras que en 6 82.72 ppm

resuena el

carbono base de éter

(CB).

Los datos espectroscopicos

corresponden a los previamente reportados para el pinitol (Tabla 16) (75). Este

compuesto se analizé por RMN con DMSO deuterado confirmando dicha

estructura (apéndice A)

Tabla 16. Datos espectroscopicos de Pinitol AF7

RMN *H (500 MHz, RMN *H (400 MHz, RMN C RMN *C (100
D,0) (75) D,0) AF7 (125 MHz, MHz, D,O) AF7
6ppf‘“ appm DZO) (75) 6ppm
appm

1 3.58 (t, J= 9.8 Hz, 3.49 (t, J= 9.64 Hz, 72.05 72.07
1H) 1H)

2 3.69 (dd, J=9.98, 3.55 (dd, J= 9.94, 70.9 70.47
2.8 Hz, 1H) 2.38 Hz, 1H)

3 3.94 (m, 1H) 3.84 (m, 1H) 71.8 71.40

4 3.94 (m, 1H) 3.84 (m, 1H) 72.0 71.61

5 3.75(dd, J=9.8,2.8 3.65 (dd, J= 9.98, 70.2 69.76
Hz, 1H) 2.42 Hz, 1H)

6 3.27 (t, 3= 9. 7 Hz, 3.18 (t, J= 9.64 Hz, 83.1 82.72
1H) 1H)

OCH; 3.53 (s, 3H) 3.44 (s, 3H) 60.1 59.67
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5.1.2.6 Propiedades fisicas y espectroscopicas del 7-O-B-D-

Glucopiranésido de (2S)-naringenina (AF10)

Figura 44. 7-O-B-D- Glucopiranésido de (2S)-naringenina (AF10)
Cristal en forma de agujas color blanco, soluble en MeOH, pf 230-231°C,
CaH22010, PM: 434.12 g/mol. [a]® = —70.27°mL/dm g, RMN *H (400 MHz,
DMSO-dg) 8 (ppm): 2.73 (dd, J= 17.1, 2.62 Hz, 1H, H-3B), 3.14 (m, 1H, H-30),
3.22 (m, 2H, H-4"", H-2"), 3.37 (m, 2H, H-3"", H-5"), 3.42 (dd, J= 11.68, 5.64
Hz, 1H, H-6a""), 3.65 (dd, J=11.04, 4.68 Hz, 1H, H-6b™"), 4.54 (t, J= 5.56, 1H,
OH-6"), 4.95 (d, J= 7.4 Hz, 1H, H-1"), 5.01 (d, J= 5.2 Hz, 1H, OH-4""), 5.08 (d,
J=4.72 Hz, 1H, OH-3"), 5.33 (d, J= 4.88 Hz, 1H, OH-2""), 5.50 (dd, J= 12.6,
2.48 Hz, 1H, H-2), 6.13 (d, J= 2.2, 1H, H-6), 6.15 (d, J= 1.96, 1H, H-8), 6.79 (d,
J=8.4 Hz, 2H, H-3", H-5"), 7.32 (d, J= 8.44 Hz, 2H, H-2", H-6"), 9.59 (s, 1H, OH-
4%, 12.05 (s, 1H, OH-5). RMN *C (100 MHz, DMSO-ds) 3 (ppm): 42.55 (C3),
61.05 (C67"), 69.98 (C4™"), 73.50 (C2"), 76.80 (C3™"), 77.56 (C57"), 79.13 (C2),
95.92 (C8), 96.97 (C6), 100.10 (C17"), 103.73 (C10), 115.65 (C3’, C57), 128.89
(C2°, C6°), 129.11 (C1°), 158.28 (C4’), 163.25 (C5), 163.41 (C9), 165.79 (C7),

197. 67 (C4).
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5.1.2.6.1 Elucidacion estructural de 7-O-B glucopiranésido de (2S)-
naringenina (AF10)
Esta muestra fue elucidada por RMN en MeOD (apéndice A) y DMSO-ds. Los
espectros de RMN muestran sefiales caracteristicas de una flavanona
glucosilada. El espectro de RMN *H (Figura 45) integré para veintidés protones,
once corresponden a la glucosa y once para a la flavanona. En el anillo C se
observa para los protones H-3 un doblete de doblete en 6 2.73 ppm (J= 17.1,
2.62 Hz, H-3B) y un multiplete en & 3.14 ppm para H-3a, en & 5.50 ppm
resuena para H-2 un doblete de doblete (J= 12.6, 2.48 Hz), el anillo B se
encuentra para disustituido con un grupo hidroxilo en la posicion 4~ mostrando
dos dobletes en & 6.79 ppm (J=8.4, H-3" y H-5") y 6 7.32 ppm (J=8.44, H-2" y
H-6"), mientras que el singulete del OH-4" aparece en & 9.59 ppm. Para los
protones meta relacionados H-6 y H-8 presentes en el anillo A se muestran dos
dobletes en 6 6.13 ppm (J=2.2 Hz) y 6 6.15 ppm (1.96 Hz) respectivamente, en
0 12.05 ppm se presenta un singulete que se atribuye al proton del OH-5 debido
a que forma un puente de hidrégeno con el carbonilo. La glucosa se encuentra
en el anillo A enlazado al carbono 7 la cual se corrobor6 con el espectro de 2D
HMBC (Figura 47) en el que el proton anomérico se encuentra relacionado a
tres enlaces con el C-7. Para la glucosa se observan dos multipletes que
integran para dos protones cada uno en 6 3.22 (H-2", H-4"") y 3.37 (H-3"", H-
57) ppm, en & 3.42 y 3.65 ppm se mostro dos dobletes de dobletes para los
protones H-6a”"(J =11.68, 564 Hz) y H-6b"(J =11.04, 4.68 Hz)

respectivamente, en & 4.95 ppm se observdO un doblete para el protén
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anomérico H-1"" (J= & 7.4 Hz). El protén del OH-6"" resoné como un triplete en
0 4.56 ppm (J= 5.56 Hz), también se observaron tres dobletes en & 5.01 ppm
(J=5.2 Hz, OH-4""), 8 5.08 ppm (J=4.72 Hz, OH-3"") y & 5.33 ppm (J= 4.88 Hz,
OH-2"). En RMN C (Figura 46) se corroboré la presencia de la glucosa entre
0 60.05 y 100 ppm, el carbén del carbonilo (C-4) resuena en & 197.67 ppm, el
metileno (C-3) resuena en & 42.55 ppm, el metino (C-2) resuena en & 79.13
ppm. Los carbonos de los anillos A y B resuenan entre & 95.92 y 165.79 pm.
Los datos espectroscopicos obtenidos en RMN en DMSO-dg y en MeOD fueron
comparados con lo previamente reportado (76—78), determinando con ello que
el compuesto aislado corresponde a 7-O- glucopirandsido de (2S)-naringenina

(Tabla 17).
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Tabla 17. Datos espectroscopicos de 7-O-B glucopirandsido de (2S)-

naringenina (AF10)

RMN "H (DMSO-ds)

RMN °C (DMSO-dg)

RMN 600 MHz 'H &, RMN 400 MHz 'H RMN RMN 400 HMBC
(76, 78) 8,om AF10 100 MHz  MHz **C Bc-'H
H8,m AF108,,,
(76, 78)
2 5.51 (dd, J=12. 7,3.0 Hz, 5.50 (dd, J=12.6,2.48 78.63 79.13
1H) Hz, 1H)
3a 2.76 (dd, J=17.1, 12.7 3.14 (m, 1H) 42.03 42.55
Hz, 1H)
38 2.75 (da, J=17.1, 3.0 Hz, 2.73(dd, J=17.1, 2.62
1H) Hz, 2H)
4 197.18  197.67 H-3
5 162.91  163.25 H-6, H-8
6 6.14 (d,J=2.1Hz,1H)  6.13 (d, J= 2.2 Hz, 96.46 96.97
1H)
7 165.28  165.79 H-1",H-6,
H8
8 6.16 (d, J=2.1Hz,1H)  6.15(d, J=1.96, 1H)  95.41 95.92
9 162.71  163.41 H-6, H8
10 103.22  103.73
1 12859  129.11 H-2
2 7.33 (d, J=8.5 Hz, 1H) 7.32 (d, J= 8.44 Hz, 12840  128.89
1H)
3 6.81 (d, J=8.5 Hz, 1H) 6.79 (d, J= 84 Hz, 11516  115.65
1H)
& 157.77  158.28 H-2",H-3",
H-5", H-6"
5 6.81 (d, J=8.5 Hz, 1H) 6.79 (d, J= 84 Hz, 11516 11565
1H)
6 7.33 (d, J=8.5 Hz, 1H) 7.32 (d, J= 8.44 Hz, 12840  128.89
1H)
1" 4.97 (d, J=7.7 Hz, 1H) 4.95(d, J=7.4 Hz,1H) 99.57 100.10
27 3.23 (dd, J= 9.2, 7.7 Hz, 3.22 (m, 1H) 72.98 73.50
1H)
3” 3.28 (t, J=9.2 Hz, 1H) 3.37 (m, 1H) 76.28 76.80
47 3.16 (dd, J=9.2, 9.1 Hz, 3.22(m, 1H) 69.46 69.98
1H)
5" 3.39 (m, 1H) 3.37 (m, 1H) 77.04 77.56
6a 3.68 (dd, J=12.4, 3.3 Hz, 3.65 (dd, J=11.04, 60.53 61.05
1H) 4.68 Hz, 1H)
6"b 3.46 (dd, J=13.0,5.8 Hz, 3.42 (dd, J= 11.68,
1H) 5.64 Hz, 1H)
OH-5  12.06 (sa, 1H) 12.05 (s, 1H)
OH-4  9.61 (sa, 1H) 9.59 (s, 1H)
OH-2” 5.33 (d, J= 4.88 Hz,
1H)
OH-3” 508 (d, J= 472
Hz,1H)
OH-4~ 5.01 (d, J= 5.2 Hz,1H)
OH-6" 454 (t, J= 556
Hz,1H)
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5.2 Andlisis del extracto hexanico y cloroformico por Cromatografia de

gases (CG) y CG acoplado a espectrometria de masas (CG-EM).

Se caracterizaron 19 &cidos grasos metilados para cada extracto por CG, esto
se logro por comparacion con los estandares de acidos grasos metilados. Estos
extractos tienen 17 &cidos grasos en comun, el porcentaje de area de cada
acido graso es muy similar (Tabla 18). En el extracto hexanico se observo el
acido linolelaidico (C18:2, A% '*) con un porcentaje de area de 0.02 %, este
acido graso esta ausente en el extracto cloroféormico, en su lugar en el extracto
cloroférmico se observé el &cido 8, 11, 14-eicosatrienoico (C20:3 A% 1i¢ 14c)
con un porcentaje de area de 0.09%

Los &cidos grasos que se encuentran en mayor abundancia de acuerdo con el
area normalizada en el extracto hexanico son el acido linoleico (C18:2, A% %)
con 39.94 %, seguido por el &cido oleico (C18:1,A%) con 30.09% y por Gltimo el
acido palmitico (C16:0) con 13.15%. En el extracto cloroférmico los mas
abundantes fueron acido linoleico (C18:2, A% *%) con 40.50 %, el &cido oleico
(C18:1,A%) con 30.73% y el &cido palmitico (C16:0) con 13.05% (Tabla 18).

De los 19 acidos grasos caracterizados en los dos extractos, 6 ya han sido
reportados previamente en semillas de la A. farnesiana (acido miristico, acido
palmitico, acido estearico, acido oleico, acido linoleico y acido araquidico) (79),
los 13 restantes (acido laurico, acido pentadecanoico, &acido cis-10
pentadecenoico, acido palmitoleico, acido heptadecanoico, acido cis-10

heptadecenoico, acido linolelaidico, acido y-linolénico, acido a-linolénico, acido
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cis-11-eicosenoico, acido behénico, acido cis-8,11,14-eicosatrienoico y acido

lignocérico) son la primera vez que se reportan en esta planta objeto de estudio.

Por CG-EM se corroboré la presencia de dichos acidos grasos, ademas se

logré caracterizar 3 fitoesteroles:

sitosterol (Tabla 19).

campesterol,

Tabla 18. Resultados obtenidos por CG de los extractos hexanico y

cloroférmico metilados

estigmasterol y gamma-

Tiempo de Acido graso metilado Extracto Extracto
retencion hexénico cloroférmico
(min) % area
21.79 Acido laurico (C12:0) 0.09 0.07
25.85 Acido miristico (C14:0) 0.22 0.18
27.74 Acido pentadecanoico (C15:0) 0.05 0.05
28.893 Acido cis-10 pentadecenoico (C15:1 0.05 0.04
AlOC)
29.597 Acido palmitico (C16:0) 13.15 13.05
30.493 Acido palmitoleico (C16:1 A™) 0.29 0.27
31.283 Acido heptadecanoico (C17:0) 0.18 0.16
32.107 Acido cis-10 heptadecenoico (C17:1 0.06 0.07
AlOC)
33.007 Acido esteérico (C18:0) 8.16 8.01
33.757 Acido oleico (C18:1,A°%) 30.09 30.73
34.567 Acido linolelaidico (C18:2, A*'%) 0.02 -
35.033 Acido linoleico (C18:2, A% 1%°) 39.94 40.50
35.87 Acido y-linolénico (C18:3 A%*%1%¢) 0.12 0.11
36.09 Acido araquidico (C20:0) 2.31 2.14
36.45 Acido a-linolénico (C18:3, A%*%1%%) 2.62 2.07
36.73 Acido cis-11-eicosenoico (C20:1 A''°) 0.31 0.31
38.997 Acido behénico (C22:0) 1.42 1.30
39.29 Acido cis-8,11,14-eicosatrienoico - 0.09
(C203 A8c,110,14c)
41.72 Acido lignocérico (C24:0) 0.89 0.85
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Tabla 19. Resultados obtenidos por CG-EM de los extractos hexanico y
cloroférmico metilados

Tiempo de Extracto Extracto
retencion Acido graso metilado hexanico clo(r)offﬁrmlco
(min) % area % area

8.22 Acido caproico (C6:0) 6.10 6.52
13.32 Acido palmitico (C16:0) 13.96 14.11
16.50 Acido IinoLeli;:o (C18:2, 3236 33.25

A7)
16.60 Acido oléico (C18:1,A°) 29.65 28.38
16.93 Acido estearico (C18:0) 9.39 9.44
19.57 Acido araquidico (C20:0) 2.90 2.80
21.62 Acido behénico (C22:0) 1.86 1.74
23.34 Acido lignocérico (C24:0) 1.17 112
27.09 Campesterol 0.51 0.41
27.32 Estigmasterol 1.05 115
27.75 gamma-sitosterol 1.04 1.07

El &cido linoleico es un &cido graso del tipo omega-6, el acido a-linolénico (2.07-
2.62% en area) es un acido graso del tipo omega-3, estos son considerados
acido grasos esenciales, por que el ser humano no tiene la capacidad de
sintetizarlos y los adquiere a través de los alimentos (80). Estos acidos grasos
son precursores de hormonas, tienen efecto antiinflamatorio y protegen de las
enfermedades cardiacas (81). El acido linoleico es el mas abundante, por lo que

tiene un gran valor nutricional.
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5.3 Analisis del extracto metandlico y acuoso por Cromatografia de
liquidos de alta resolucion acoplado a espectrometria de masas (CLAR-
EM)

El analisis por CLAR-EM arroj6 la caracterizacion de 15 compuestos para el
extracto metandlico (Tabla 20) y 15 para el extracto acuoso (Tabla 21) de
acuerdo a la base de datos disponible. De los cuales 13 compuestos son
comunes en ambos extractos. En el extracto metandlico se observo 7-O-B-
glucopiranésido de (2S) naringenina (C,1H2,019, PM 433.1157 g/mol) y el
criseriol (C16H1206, PM 299.0556 g/mol), estos dos compuestos no se observan
en el extracto acuoso, sin embargo se pueden observar en su lugar dos
compuestos ausentes en el extracto metandlico que son el &cido citrico
(CeHgO7, PM 191.0187 g/mol) y la taxifolina (C15H1207, 303.0519 g/mol) (Figura

48).

Un total de 17 compuestos fueron caracterizados en el extracto metandlico y
acuoso, de los cuales nueve se han aislado y caracterizados previamente en A.
farnesiana: acido digalico, galato de metilo, galato de etilo, acido elégico,
naringina, kaempferol, naringenina, 7-O-B-(4”,6"-Digaloil glucopiranésido) de
naringenina y 7-O-B-glucopirandsido de naringenina, este ultimo se identificé
por cromatografia y UV, los ocho restantes (4cido malico, acido cumarico,
digalato de metilo, eriodictiol, acacetina, criseriol, acido citrico y taxifolina) es la
primera vez que se reportan en la planta objeto de estudio, los cuales se indican

en las Tablas 20y 21.
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Tabla 20. Resultados obtenidos por CLAR-EM del extracto metandlico

Tr Compuesto Férmula m/z
(min) molecular  encontrada
0.559  Acido malico” C4HeOs 133.014
1.363  Acido digalico C14H1004 321.026
1.855 Galato de metilo CsHsOs5 183.0305
4.185 Galato de etilo CoH1005 197.0457
4.3 Acido cumarico® CoHgO5 163.0395
4.415 Digalato de metilo® C15H1204 335.0414
5.449 Acido elagico C14HeOg 300.9999
5.93 Eriodictiol” Ci15H1,06 287.0563
6.367 Naringina C,7H3,014 579.1731
6.367  7-O-B-glucopiranésido de (2S) naringenina®  C,;H2019 433.1157
6.712 7-0O-B-(4”,6"-Digaloil glucopirandsido) de CasH26014 585.1238
naringenina
6.827 Kaemferol C15H10056 285.0412
7.171 Naringenina CsH1,05 271.0617
7,286  Acacetina” C16H1205 283.0616
7.746  Crisoeriol® C16H1205 299.0556

% Compuestos ausentes en el extracto acuoso. b Compuestos que no han sido reportados
previamente en A. farnesiana
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Tabla 21. Resultados obtenidos por CLAR-EM del extracto acuoso

Tr (min) Compuesto Formula m/z
molecular encontrada
0.555 Acido malico” C4HsOs 133.0133
0.555 Acido citrico®™ CesHgO7 191.0187
1.326 Acido digalico C14H1009 321.0256
1.9 Galato de metilo CgHgOs 183.0293
4,197 Galato de etilo CoH1005 197.0452
4.312 Acido cumérico® CoHgO3 163.0395
4.427 Digalato de metilo® C15H1209 335.0414
5.001 Taxifolina® CisH1207 303.0519
5.462 Acido elagico C14HeOg 300.9995
5.806 Eriodictiol® Ci5H1,06 287.0561
6.38 Naringina Cy7H3,014 579.1741
6,725 7-0O-B-(4”,6"-Digaloil CagH26014 585.1286
glucopiranésido) de
naringenina®
6.84 Kaemferol C15H10056 285.0413
7,184 Naringenina C15H10056 271.0614
7,299 Acacetina® Ci6H1205 283.0623

# Compuestos ausentes en el extracto metandlico. b Compuestos que no han sido reportados
previamente en A. farnesiana

En el Cromatograma (Figura 48) se observa que en el extracto metandlico
(linea negra) y el extracto acuoso (linea roja) tienen composicion similar. En el
caso del extracto metandlico las sefiales se ven mas intensas con respecto a
las sefales del extracto acuoso, con ello nos da una idea de que los
compuestos caracterizados en ambos extractos se encuentran en mayor

proporcion en el extracto metanalico.
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5.4 Ensayos bioldgicos

Se determiné la actividad antibacteriana de cuatro extractos (extracto hexanico,
cloroférmico, metandlico y acuoso) , seis compuestos aislados y caracterizados de
A. farnesiana (tetracosanoato de (2S) 2,3- dihidroxipropilo, B-D-Glucopirandsido de
(38,22 E)-estigmasta-5, 22- dien-3-ilo, galato de metilo, &cido gélico, pinitol y 7-O-
B-glucopirandsido de (2S)-naringenina) y dos derivados acetilados (B-D-
tetraacetilglucopirandsido de (3B, 22E)-estigmasta-5,22-dieno y galato de metilo
triacetilado)

5.4.1 Ensayo antimicobacteriano.

Se evaluaron las 12 muestras (mencionadas en el apartado 5.4) frente a tres
cepas de M. tuberculosis: la cepa H37Rv sensible a los farmacos de primera linea
y dos aislados clinicos MFR: G122 vy G133. Los resultados en la Tabla 22
muestran que los cuatro extractos presentan una CMI de 200 pg/mL frente a las
cepas H37Rv y G133, mientras que para la cepa G122 el extracto hexanico y
acuoso tienen una CMI de 100 pg/mL y el extracto cloroférmico y metandlico
fueron inactivos a las concentraciones ensayadas (CMI > 200 pg/mL).La mayoria
de los compuestos fueron inactivos en las concentracién ensayadas (CMI > 50
pug/mL) frente a las tres cepas, solo el compuesto aislado galato de metilo presenté
actividad contra la cepa H37Rv con una CMI de 50 pg/mL por lo que se puede
decir que el galato de metilo es el principio antimicobacteriano del extracto
metandlico. El derivado galato metilo triacetilado presentdé mejor actividad (CMI 25
pg/mL) que el producto natural frente a las tres cepas de M. tuberculosis, y fue

dos veces mas activo que el etambutol (CMI 50 ug/mL) frente a la cepa G122. El
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compuesto aislado 7-O-B-glucopiranosido de (2S)-naringenina presentdé una CMI
de 50 pg/mL frente a la cepa G122, siendo igualmente activa que el estandar
positivo etambutol (50 ug/mL). Cabe mencionar que el galato de metilo pueda ser
también el principio antimicobacteriano del extracto acuoso de A. farnesiana, ya
que este compuesto fue caracterizado en el extracto metandlico y acuoso por
CLAR, es probable que existan aun en el extracto metandlico otros compuestos

con actividad antimicobacteriana que no se pudieron aislar.

Por otro lado, cabe resaltar que los compuestos aislados del extracto hexanico-
cloroférmico no presentaron actividad contra M. tuberculosis, por lo que se
atribuye que la actividad antimicobacteriana se deba a presencia de los &cidos
grasos presentes en los extractos. En este respecto Sandoval y colaboradores en
el 2012 (82) reportaron la activad antimicobacteriana del acido oleico (CMI 100
png/mL en H37Rv y tres cepas MFR de M. tuberculosis) , acido palmitico (CMI 25
pug/mL en H37RV y 50 pg/mL en 3 cepas MFR de M. tuberculosis) y acido linoleico
(CMI 50 pg/mL en H37RV y 100 pg/mL en 3 cepas MFR de M. tuberculosis),
contra la cepa sensible H37Rv y tres cepas MFR (H10, M15, M26). Estos acidos
grasos se encuentran en forma mayoritaria en extracto hexanico y cloroférmico de

A. farnesiana de acuerdo a la caracterizacion realizada por CG y CG-EM.

Deng y colaboradores reportaron que el acido galico presenté una CMI de 66.67
png/ml frente a M. tuberculosis H37Rv (83). Este compuesto fue aislado del extracto
metandlico de A. farnesiana, por lo que también contribuye con la actividad

antimicobacteriana presentada por el extracto.
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Tabla 22. Actividad antimicobacteriana de extractos y compuestos de A. farnesiana

Extracto/ Compuesto

M. tuberculosis CMI (pg/mL)

H37Rv G122 G133

Extracto hexanico 200 100 200
Extracto cloroférmico 200 >200 200
Extracto metandlico 200 >200 200
Extracto acuoso 200 100 200
Tetracosanoato de (2S)-2,3-dihidroxipropilo >50 >50 >50
B-D-Glucopiranésido de (38,22 E)-estigmasta-5, 22- dien-3-ilo >50 >50 >50

B -D- Tetraacetilglucopiranésido de (3, 22E)-estigmasta-5,22-dieno >50 >50 >50
Galato de metilo 50 >50 >50
Galato de metilo triacetilado 25 25 25
Acido galico >50 >50 >50
Pinitol >50 >50 >50
7-O-B-glucopiranosido de (2S) naringenina >50 50 -
Isoniazida 0.195 >50 -
Rifampicina 0.195 >50 -
Etambutol 3.12 50 -
Levofloxacino - 6.25 -

(-) No determinada
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Por otra parte la relacion entre la estructura quimica y la actividad biologica de un
compuesto han dado lugar a la sintesis de moléculas agregando sustituyentes a la
molécula base que le confieran incrementar su eficacia, potencia, su espectro
antimicrobiano y por supuesto disminucién de los efectos adversos como se ha
realizado con algunos antibiéticos como las quinolonas (84). Esta propiedad se ve
claramente en los resultados obtenidos entre el galato de metilo y su derivado
(galato de metilo triacetilado), en el que se observa que el galato de metilo
presenta una de CMI 50 pug/mL frente a H37Rv, mientras que el derivado mejoro la
actividad (CMI 25 pug/mL) frente a las tres cepas ensayadas de M. tuberculosis. Se
realiz6 el célculo del LogP del galato de metilo (0.86) y del galato de metilo
triacetilado (1.03) con lo que se observa que el galato de metilo triacetilado es mas
lipofilico lo que conlleva que penetre con mayor facilidad la membrana lipofilica de

la micobacteria que contiene acido micdlicos.

5.4.2 Ensayo antibacteriano

Se determind la actividad antibacteriana de 12 muestras (mencionadas en el
apartado 5.4) contra cinco bacterias entéricas causantes de disenteria (E. coli
enterohemorragica, Y. enterocolitica, S. enteritidis, S. flexneri y C. jejuni). En la
Tabla 23 se observa que el extracto hexanico presenté una CMI de 200 pg/mL
contra E. coli enterohemorragica, siendo inactivo frente a las otras cepas, el
extracto cloroférmico presentdé una CMI de 200 pg/mL contra Y. enterocolitica, E.
coli enterohemorragica y S. enteritidis, el extracto metandlico y el extracto acuoso

presento CMI de 200 pg/mL frente a Y. enterocolitica, E. coli enterohemorragica,
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S. enteritidis y S. flexneri. El extracto metandlico y acuosos presentan actividad

contra C. jejuni con una CMI de 100 pg/mL.

Como se menciono6 en los antecedentes ya se han evaluado algunos extractos
metandlicos y etandlicos obtenidos de diferentes partes del arbusto (Tabla 4
apartado 2.2.1) donde mostraron actividad antibacteriana contra C. jejuni, C. coli,
V. cholerae, B. subtilis, S. aureus, S. lutea, E. coli, S. epidermidis. De estas
bacterias se tiene en comun con este proyecto a C. jejuni, siendo la Unica bacteria
sensible al galato de metilo, acido galico y 7-O-B glucopirandsido de (2S)-
naringenina que presentaron valores de CMI de 50 pg/mL, mientras que todos los
deméas compuestos no fueron activos a las concentraciones ensayadas (CMI > 50
pg/mL). Cabe resaltar que estos compuestos fueron obtenidos del extracto
metandlico lo que indica que podrian ser los principales principios activos de este
extracto, aunque es posible que hay otros compuestos que no pudieron ser
aislados en este estudio del extracto metandlico y de los otros extractos

estudiados.
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Tabla 23. Actividad antibacteriana de extractos y compuestos de A. farnesiana.

Extracto / Compuesto CMI (ug/mL)
Y. E. coli S. enteritidis | S. flexneri | C. jejuni
enterocolitica enterohemorragica
Extracto hexanico >200 200 > 200 > 200 > 200
Extracto cloroférmico 200 200 200 > 200 > 200
Extracto metanolico 200 200 200 200 100
Extracto acuoso 200 200 200 200 100
Tetracosanoato de (2S)-2,3 — >50 >50 >50 >50 >50
dihidroxipropilo
B-D-Glucopiranésido de (33,22 E)- >50 >50 >50 >50 >50
estigmasta-5, 22- dien-3-ilo
B-D- tetraacetilglucopiranésido de (38, >50 >50 >50 >50 >50
22E)-estigmasta-5,22-dieno
Galato de metilo >50 >50 >50 >50 50
Galato de metilo triacetilado >50 >50 >50 >50 >50
Acido galico >50 >50 >50 >50 50
Pinitol >50 >50 >50 >50 >50
7-O-B glucopiranésido de (2S) >50 >50 >50 >50 50
naringenina
Levofloxacino 0.0244 0.0488 0.1953 0.0244 0.0244
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Se realizé una bldsqueda en la literatura para tener un amplio conocimiento
sobre los compuestos aislados en este proyecto, encontrando que también

presentan otras actividades bioldgicas.

Los esteroles mas comunes en plantas son el sitosterol, el estigmasterol y el
campesterol. Se ha observado que los fitoesteroles tienen beneficios
potenciales sobre el sistema cardiovascular debido a que reducen la absorcion
de colesterol intestinal y en el plasma de lipoproteinas de baja densidad (LDL)-
colesterol (85).

Hasta el momento se ha comprobado que el (3B,22 E)-estigmasta-5,22- dien-3-
ol posee actividad anticancerigena (86), antimutagénica (87), antioxidante
(88), anti-osteoartritis (89) y antiinflamatoria (90), mientras que al B-D-
Glucopiranésido de (3p,22 E)-estigmasta-5, 22- dien-3-ilo se le ha probado la
actividad anti-fungica (70). Donfack y colaboradores reportaron la actividad de
este compuesto contra S. flexneri en un ensayo de microdilucion en 24 pocillos
con una CMI de 62.5 pug/mL , debido a que este compuesto fue aislado en
nuestro extracto metandlico se le adjudica que sea el responsable o uno de los
responsables de la actividad presentada por el extracto metandlico frente a esta

cepa (91).

Por otra parte se encontré que el tetracosanoato (2S) 2,3-dihidroxipropilo se
clasifica como un monoglicérido. Los acilgliceroles o glicéridos son ésteres de
acidos grasos con glicerol, son muy abundantes en el tejido adiposo animal, en

las semillas y frutos de las plantas oleaginosas. Los cuales pueden presentarse
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como mono, di o triglicéridos, no se ha reportado alguna actividad biolégica de

este compuesto.

Los compuestos fenolicos son metabolitos esenciales que tienen funciones a
nivel de la pared celular, actian como agentes protectores secretandose en
situaciones de estrés provocados por agentes patdégenos y/o ambientales, estos
compuestos  provienen de la ruta acido sikimico y son un grupo de

antioxidantes muy importantes (92).

El galato de metilo es un compuesto muy promisorio, este es un compuesto
fendlico con actividad antioxidante principalmente (72), anticancerigena (93),
antiinflamatoria, se ha estudiado también su actividad como inhibidor del virus
del herpes simple (94). Sanchez y colaboradores en el 2013 realizaron la
evaluacion de este compuesto contra V. cholerae observando que produce
efectos en la integridad de la membrana celular causando disminucion del pH
citoplasmatico y la hiperpolarizacion de la membrana (52). En el 2015 Acharyya
y colaboradores determinaron el MIC en Shigella ssp. MFR (128-256 pg/mL),
por Microscopia Electrénica de Transmision (TEM por sus siglas en inglés) y
por ensayo de perturbacion de la membrana demostraron que el galato de
metilo desintegra totalmente las membranas interna y externa, evaluaron
también la farmacorresistencia de este compuesto exponiéndolo por 8 semanas
frente a las cepas observando que no producia farmacorresistencia ya que el
MIC no variaba (95). Debido al gran potencial que posee el galato de metilo se
han realizado estudios contra aislados clinicos de Salmonella (S. gallinarum, S.
typhimurium y S. enteritidis) teniendo una CMI de 3.9-125 ug/mL. El galato de
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metilo en combinacion con ciprofloxacino tiene actividad sinergista (CIM 0.24-

7.8 ug/mL) (96).

El acido géalico también es un compuesto fendlico y forma parte de la
clasificacion de los monémeros de los taninos hidrolizables (97), se ha evaluado
su actividad de  apoptosis (98), presenta actividad antioxidante (99),
antiinflamatoria (100) y antibacterial (S. enteritidis CMI de 1.6 mg/ml) (101) y
contra E. coli (CMI de 8 mg/ml) (102)), debida a su gran campo de aplicacién se

han obtenido patentes del acido galico y sus derivados (103).

Con la informacion anterior podemos deducir que la actividad mostrada por
parte del extracto metandlico en este proyecto (CMI de 200 pg/mL) frente a S.
enteritidis puede deberse a la presencia del metil galato y al acido gélico

aislados de este extracto.

Los flavonoides pertenecen a la familia de los compuestos fendlicos, estan
compuestos de dos anillos fendlicos (A y B), ligados mediante un anillo pirano
(C), formando un esqueleto C6-C3-C6 en la mayoria de los flavonoides, se
clasifican en flavonas, flavanoles, flavanonoles, flavanonas, chalconas, auronas

y antocianidinas.

El compuesto aislado en este proyecto se trata de una flavanona: 7-O-B-
glucopiranésido de (2S)-naringenina también conocida como prunina. Hassan
El Sissi y colaboradores en 1973 la aislaron de A. farnesiana, su identificacion
fue Unicamente por comparaciéon cromatografica y por UV, lo cual no es

suficiente evidencia para caracterizar estructuralmente a un compuesto, en este
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proyecto se emple6 RMN de una y dos dimensiones para determinar la

estructura quimica de la flavanona.

Se han realizado algunos estudios de esta flavanona encontrandose activo
sobre células de leucemia humana HL-60 con un CMI de 21.4 pM (104),
también se le ha demostrado su efecto como antihiperglicémico (105),
antihiperlipidémico (106), antiinflamatorio (107), presento actividad contra K.
neumoniae (CMI 32 pg/mL), E. faecalis, S. epidemides, Enterobacter
aerogenes, E.coli, Proteus mirabilis, Proteus vulgaris y P. aeruginosa con un
valor de CMI para todas estas bacterias de 64 ug/mL (108). Por otra parte Céliz
y colaboradores han investigado su efecto contra B. cereus, B. subtilis, L.
monocytogenes, E. faecium, S. aureus, S. auroginosa, S. enteritidis, E.coli, pero
fue inactivo, sin embargo sus derivados (butirato-O-6""-prunina, hexanoato-6""-
prunina, octanoato-O-6""-prunina, decanoato-O-6""-prunina, laurato-O-6""-

prunina) mostraron actividad contra las bacterias antes citadas (109).

Los carbohidratos, también conocidos como hidratos de carbono, glucidos o
sacaridos, son los principales componentes de casi todas las plantas. Los
carbohidratos incluyen a los azlcares, almidones, celulosa y otras sustancias
encontradas en raices, tallos y hojas de las plantas siendo productos de
sintesis. Se clasifican en monosacaridos, oligosacaridos y polisacaridos; la
sacarosa se clasifica como un oligosacarido (disacarido), estd compuesto por
una unidad de a -glucosa y una de 3 -fructosa enlazandose por el carbono 1 de

la glucosa y por el carbono 2 de la fructosa formando un enlace O-glucosidico,
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por ello se le puede llamar a-D-glucopiranosa (1 —2) B-D- fructofurandsido.

(110).

Se definen como ciclitoles a la familia de cicloalcanos sustituidos con hidroxilos
en todas sus posiciones. Los derivados de ciclohexano se denominan inositoles
(111), el pinitol es un derivado metilado de D-chiro-inositol. El pinitol es un
monosacarido encontrado en altas concentraciones en legumbres y comida
(112). Se han hecho estudios en los que se demuestra que tienen un efecto
similar a la insulina (113), se le ha determinado también actividad como
antiinflamatorio (114).

A. farnesiana no se emplea con fines de tratamiento hiperglucémico, sin
embargo podria emplearse para dicha actividad, en los antecedentes se
encontré que los extractos etandlico y acuoso fueron evaluados para dicha
actividad resultando efectivos, de los compuestos aislados en este proyecto se
encontré que el pinitol y 7-O-B-glucopirandsido de (2S)- naringenina en estudios

previos se identifican como responsables de un efecto hipoglucémico.

5.4.3 Citotoxicidad e indice de selectividad

Se evalué la citotoxicidad de los compuestos que presentaron actividad
antimicobacteriana y contra las bacterias causantes de disenteria, siendo un
total de tres compuestos aislados y un derivado que fueron evaluados sobre
células Vero. Conociendo su valor de CI50 se calcul6 el indice de Selectividad
(IS), considerandose selectivos para las bacterias los compuestos con IS > 10

(115).
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Con respecto a M. tuberculosis fueron dos compuestos aislados quienes
presentaron actividad frente H37Rv, el galato de metilo presenta un Clsy de
187.5 ug/mL contra células Vero, sin embargo su indice de selectividad es
menor de 10 (IS 3.75) lo que indica que es mas selectivo para células Vero que
para M. tuberculosis H37Rv. Este compuesto fue acetilado lo cual mejoré su
CMI (25 pg/mL) frente a las tres cepas de M. tuberculosis (H37Rv, G122,
G133), sin embargo incrementa su citotoxicidad (Clsp 36.05 pg/ml) y por
consiguiente se ve afectado su indice de selectividad IS <10 (IS 1.44) (Tabla
24).

El otro compuesto aislado fue 7-O-B-glucopiranosido de (2S)-naringenina que
presentd actividad frente a G122 (CMI 50 pg/mL), su indice de selectividad es
menor de 10 (IS 2.84) haciéndolo menos selectivo para M. tuberculosis que

para células Vero (Tabla 24).

Tabla 24. Citotoxicidad e indice de selectividad de los compuestos con
actividad antimicobacteriana.

Compuesto M. tuberculosis Células IS
CMI pg/mL vero Clsg Clso/CMI
pg/mL
H37Rv | G122 G133

Galato de metilo 50 >50 >50 187.5 3.75 (H37Rv)
Galato de metilo 25 25 25 36.05 1.44 (H37Rv)
triacetilado

7-0-B- >50 50 - 142.39 2.84 (G122)

glucopiranosido de
(2S)-naringenina

122




La Unica bacteria causante de disenteria que mostré sensibilidad ante los
compuestos aislados fue C. jejuni, el galato de metilo, el 4cido galico y 7-O-B-
glucopiranosido de (2S)-naringenina, presentaron una CMI de 50 pg/mL. El
acido galico fue el compuesto mas citotéxico (Clso de 79.68 ug/mL) comparado
con el galato de metilo (Clso de 187.5 pg/mL) y la flavanona (Clsp de 142.39
pg/mL), sin embargo su indice de selectividad de los tres compuestos es menor
de 10, indicando con ello que afectan principalmente a las células Veroy no a la

bacteria (Tabla 25).

Tabla 25. Citotoxicidad e indice de Selectividad de los compuestos con
actividad contra bacterias causantes de disenteria

Compuesto C. jejuni Células IS
Hg/mL Vero (Clso/CMI ¢, jejuni)
Clso pg/mL
Galato de metilo 50 187.5 3.75
Acido galico 50 79.68 1.59
7-O-B-glucopiranosido de (2S)- 50 142.39 2.85
naringenina

123



CAPITULO 6

6. CONCLUSIONES

De la mezcla del extracto hexanico y cloroférmico se aislaron y caracterizaron 3
compuestos: el (3B, 22E)-estigmasta-5,22- dien-3-ol, el tetracosanoato de (2S)-
2,3-dihidroxilo y el B-D-glucopirandsido de (33, 22 E)-estigmasta-5, 22- dien-3-
ilo, los cuales no han sido reportados previamente en esta planta. Estos
compuestos no presentaron actividad antibacteriana.

La muestra AF1 se analiz6 por CG-EM, la cual resultd ser una mezcla de dos
esteroles acetilados y un derivado de estigmasteno: 3-acetil-colest-5-en-22-ino
(11.5%), (3B, 22E)-acetilestigmasta-5,22-dieno (51.08%) y estigmastan-3,5-
dieno (37.42%).

Se caracterizaron y cuantificaron por CG-FID y CG-EM, un total de 19 &cidos
grasos en los extractos hexanicos y cloroférmicos, de los cuales 6 ya han sido
reportados previamente en A. farnesiana (acido miristico, acido palmitico, acido
estearico, acido oleico, &cido linoleico y acido araquidico), los otros 13 &cidos
grasos (&cido laurico, &acido pentadecanoico, &acido cis-10 pentadecanoico,
acido palmitoleico, acido heptadecanoico, acido cis-10 heptadecenoico, acido
linolelaidico, acido y-linolénico, acido a-linolénico, acido cis-11-eicosenoico,
acido behénico, acido cis-8,11,14-eicosatrienoico y acido lignocérico) no han
sido reportados previamente en la planta objeto de estudio.

Los acidos grasos en mayor abundancia en ambos extractos son acido linoleico

(C18:2, A%'?) (39.94 %-40.50%), el &cido oleico (C18:1,A% (30.09% -30.73%) y
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el acido palmitico (C16:0) (13.05 -13.15%). A estos acidos grasos se les
atribuyen la actividad antimicobacteriana presentada por el extracto hexanico y
cloroformico.

Del extracto metandlico se aislaron y caracterizaron seis compuestos: el galato
de metilo, el 4cido galico, sacarosa, pinitol, B-D-glucopirandsido de (3B, 22 E)-
estigmasta-5, 22- dien-3-ilo y 7-O-B-glucopirandsido de (2S) naringenina, de
los cuales la sacarosa y el B-D-glucopirandsido de (3[3, 22 E)-estigmasta-5, 22-
dien-3-ilo no han sido reportados previamente en A. farnesiana.

La flavanona 7-O-B-glucopirandsido de (2S)-naringenina ya habia sido
reportada en A. farnesiana donde se identificO Unicamente por cromatografia y
UV, en este proyecto se caracterizo esta flavanona por medio de RMN de una y
dos dimensiones.

El andlisis por CLAR-EM del extracto metandlico y acuoso resultd en la
caracterizacion de 15 compuestos en cada uno de los extractos. Los dos
extractos tienen en comuin 13 compuestos.

Un total de 17 compuestos fueron caracterizados en el extracto metandlico y
acuoso, de los cuales 9 ya han sido aislados y caracterizados previamente de
A. farnesiana (acido digélico, galato de metilo, galato de etilo, acido elagico,
naringina, kaemferol, naringenina, 7-O-B-(4”,6"-Digaloil glucopiranésido) de
naringenina y 7-O-B-glucopirandsido de (2S)-naringenina), los 8 restantes
(acido malico, acido cumarico, digalato de metilo, eriodictiol, acacetina, criseriol,
acido citrico y taxifolina) es la primera vez que se reportan en esta planta objeto

de estudio.
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Los cuatro extractos de A. farnesiana mostraron una CMI de 200 pg/mL frente a
la cepa H37Rv y la cepa MFR G133 de M. tuberculosis. Los extractos hexanico
y acuoso de A. farnesiana presentaron una CMI de 100 pg/mL contra la cepa
MFR G122, mientras que el extracto cloroférmico y metandlico no mostraron
actividad contra esta cepa a las concentraciones ensayadas (CMI > 200 pug/mL).
El galato de metilo fue aislado del extracto metandlico presentando un valor de
CMI 50 pg/mL frente a M. tuberculosis H37Rv. La flavanona presento actividad
frente a la cepa MFR G122 con una CMI de 50 pg/mL siendo igualmente activa
que el estandar positivo etambutol (CMI 50 ug/mL) y no fue citotéxica (Clsg
142.39 pg/mL).

El derivado galato metilo triacetilado presentdé mejor actividad (CMI 25 pg/mL)
que el producto natural frente a las tres cepas de M. tuberculosis, y es dos
veces mas activo que el etambutol (CMI 50 pug/mL) frente a la cepa G122, sin
embargo se incrementd su citotoxicidad (Clsg 36.05 pug/mL) contra células Vero
comparado con el producto natural (ICso 187.5 pg/mL).

Los extractos activos frente a Y. enterocolitica, E.coli enterohemorragica, S.
enteritidis y S. flexneri fueron el metandlico y el acuoso con una CMI de 200
pg/mL.

Los extractos metandlicos y acuosos fueron activos contra C. jejuni con una
CMI de 100 pg/mL. El galato de metilo, el &cido galico y 7-O-B-glucopiranosido
de (2S)-naringenina aislados del extracto metandlico fueron los Unicos

compuestos que presentaron actividad (CMI de 50 pg/mL) frente C. jejuni.
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CAPITULO 7

7. PERSPECTIVAS

Debido a la complejidad observada en la separacion y purificacion de los
constituyentes del extracto metanodlico se recomienda implementar la técnica de
CLAR con columnas de fase reversa para la separacion de los compuestos

minoritarios.

Realizar estudios de relacion estructura-actividad realizando modificaciones
estructurales tomando como prototipo molecular al galato de metilo, acido gélico
y 7-O-B-glucopiranosido de (2S)-naringenina para mejorar la actividad

antibacteriana.
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