' UNIVERSIDAD NACIONAL  AUTONOMA
A ?;,mgg DE _MEXICO

wf:ip, 4 ;
w\‘ﬁsw;'u); ,
= Pgee ] FACULTAD DE QUIMICA

ﬂj

ESTUDIO QUIMICO Y ANTIMICROBIANO DE LAS HOJAS
DE LA PLANTA MEDICINAL Alnus acuminata sbsp. arguta
(Schlecht.) Furlow

T E S I S

QUE PARA OBTENER EL TITULO DE:
QUIMICA DE ALIMENTOS
P R E S E N T A
RAQUEL MARTINEZ  PALACIOS

g IEXICO, D.F. 2008



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



Jurado asignado:

Presidente Prof. MARIA ISABEL AGUILAR LAURENTS
Vocal Prof. RACHEL MATA ESSAYAG

Secretario Prof. JOSE FAUSTO RIVERO CRUZ

Primer Suplente Prof. ISABEL DEL CARMEN RIVERO CRUZ
Segundo Suplente Prof. MARIO ALBERTO FIGUEROA SALDIVAR

Sitio de realizacion de la tesis:
LABORATORIO 125, DEL DEPARTAMENTO DE FARMACIA, CONJUNTO “E”,
DIVISION DE POSGRADO DE LA FACULTAD DE QUIMICA,
UNAM, CD. UNIVERSITARIA

ASESOR:

DRA. MARIA ISABEL AGUILAR LAURENTS

SUSTENTANTE:

RAQUEL MARTINEZ PALACIOS



AGRADECIMIENTOS

A la Universidad Nacional Autonoma de México por formarme como profesionista

y otorgarme las herramientas necesarias para superarme.

A la Direccién General de Asuntos del Personal Académico (DGAPA), por el
apoyo econdémico otorgado a través del proyecto IN211807.

A los miembros del jurado, especialmente a la Dra. Rachel Mata Essayag y al Dr.
Fausto Rivero Cruz por la revision del manuscrito de tesis y por sus valiosos

comentarios y observaciones al mismo.

Al personal académico de la USAI, Facultad de Quimica, particularmente a la Q.
Georgina Duarte Lisci, la Q. F. B Marisela Gutiérrez, a la M. en C. Rosa Isela del
Villar y a la Q. Alejandrina Acosta Huerta, por el registro de los espectros en el
infrarrojo y RMN; asi como a la Q. F. B. Margarita Guzman Villanueva por la
realizacion de los analisis de CG-EM y la busqueda realizada en la base de datos

para determinar la composicion de algunas mezclas de compuestos.

Al M. en C. Victor Navarro del Centro de Investigacién Biomédica Sur, IMSS por la

realizacion de parte de las pruebas antimicrobianas.

A la Q. F. B. Ma. Guadalupe Tsuzuki Reyes del Laboratorio de Microbiologia
Experimental de la Facultad de Quimica por su asesoria y apoyo técnico para la

realizacion de las pruebas antimicrobianas.
Y especialmente a la Dra. Isabel Aguilar Laurents por todo el apoyo que me brindd
durante la elaboracién de este trabajo, por su infinita paciencia y por brindarme

siempre su amistad.

Este trabajo se realizé en colaboracién con el Dr. Andrés Navarrete Castro.



indice

iNDICE
indice de figuras WY
indice de tablas \Y
indice de espectros VI
Lista de abreviaturas VIII

1. ANTECEDENTES
1.1. FAMILIA BETULACEAE
1.2. GENERO ALNUS

1.2.1. Composicién quimica del género Alnus

—_

1.2.2. Propiedades medicinales dentro del género Alnus
1.2.8. Alnus acuminata sbsp. arguta

1.2.3.1. Clasificacion botanica

1.2.3.2. Nombres Comunes

1.2.3.3. Sinbnimos

1.2.3.4. Descripcion de la planta

1.2.3.5. Distribucion y Ecologia
1.2.3.6. Usos

1.3. EXTRACCION DE UN MATERIAL VEGETAL

1.4. AGENTES ANTIMICROBIANOS

1.5. BIOENSAYOS DE ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA

1.5.1. Determinacion de actividad antimicrobiana por el método

- O 00 00 N N o o oD Nh =

o

—_
o

—_
N

de difusién

—_
N

1.5.2. Determinacion de actividad antimicrobiana por el método

de dilucién 13
1.6. METODOS CROMATOGRAFICOS 14
1.7. METODOS ESPECTROMETRICOS Y ESPECTROSCOPICOS___ 14
1.8. LIPIDOS Y COMPUESTOS NATURALES RELACIONADOS 15

2. OBJETIVOS 17
2.1. OBJETIVO GENERAL 17
2.2. OBJETIVOS PARTICULARES 17




indice

3. HIPOTESIS

18

4. JUSTIFICACION

18

5. DESARROLLO EXPERIMENTAL

19

5.1. DIAGRAMA GENERAL

19

5.2. MATERIAL Y EQUIPO UTILIZADO

20

5.3. MATERIAL VEGETAL

20

5.3.1. Preparacion de los extractos organicos vegetales
5.4. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD TOXICA DE LOS
EXTRACTOS EN EL CRUSTACEO Artemia salina

21

21

5.4.1. Preparacioén de los organismos

21

5.4.2. Preparacion de las muestras

21

5.4.3. Bioensayo

21

5.5. DETERMINACION DE ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA POR
EL METODO DE DIFUSION

22

5.5.1. Crecimiento de las cepas

22

23

5.5.2. Preparacioén de placas de agar

5.5.3. Preparacion del agar con el indculo

23

5.5.4. Preparacion de discos

23

5.5.5. Inoculacion de placas

23

5.6. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA
POR EL METODO DE DILUCION

24

5.6.1. Preparacion de las muestras

24

5.6.2. Preparacion del in6culo

24

5.6.3. Bioensayo

25

5.7. FRACCIONAMIENTO PRIMARIO

5.8. REACCION GENERAL DE METILACION

5.9. PURIFICACION DE FRACCIONES CON CLOROFILA
5.10. SEPARACION DE COMPUESTOS

5.10.1. Aislamiento e identificacion de 14-taraxeren-3-ona

5.10.2. Aislamiento e identificacion del 3-oxo-lup-20(29)-eno

5.10.3. Aislamiento e identificacion de B-sitosterol

II

25
25
26
26

30

30
31



indice

6. RESULTADOS Y DISCUSION

32

6.1. Preparacioén de los extractos organicos vegetales

32

6.2. Determinacién de la actividad téxica de los extractos en el

crustaceo Artemia salina

33

6.3. Determinacién de actividad antimicrobiana por el método de

difusion

34

6.4. Determinacién de la actividad antimicrobiana por el método de

dilucion

37

6.5. Fraccionamiento primario

38

6.6. Aislamiento e identificacion de compuestos

7. CONCLUSIONES

42

44

8. BIBLIOGRAFIA

45

ANEXOS

50

I



indice

indice de Figuras

Figura 1. Ejemplos de los géneros que pertenecen a la familia

Betulaceae

Figura 2. Alnus acuminata

Figura 3. Descripcion de Alnus acuminata sbsp. arguta

Figura 4. Distribucion de Alnus acuminata en México

- O 00 N =

Figura 5. Determinacién de la Concentracién Minima Inhibitoria
Figura 6. Caracteristicas fisicas de los extractos hexanico, cloroférmico

y metandlico 33

Figura 7. Inocuidad de los extractos en la prueba de actividad

antimicrobiana por difusién 34

Figura 8. Actividad antimicrobiana de los 3 extractos obtenida para

E. colipor el método de difusién en agar 37

Figura 9. Actividad antimicrobiana de los 3 extractos obtenida para

S. aureus por el método de difusién en agar 37

v



indice

indice de Tablas

Tabla 1. Clasificacion de los métodos cromatograficos 14

Tabla 2. Métodos utilizados para determinar la estructura molecular de

componentes organicos 14

Tabla 3. Ejemplos de acidos grasos y sus fuentes 16

Tabla 4. Microorganismos de referencia utilizados en la determinacion de
la actividad antimicrobiana por el método de dilucion 24
Tabla 5. Rendimiento de los extractos derivados del material vegetal ___ 32

Tabla 6. CLs, de los extractos hexanico, cloroférmico y metandlico_ 34
Tabla 7. Halos de inhibicion en el extracto hexanico 35
Tabla 8. Halos de inhibicion en el extracto cloroférmico 35
Tabla 9. Halos de inhibicion en el extracto metandlico 36

Tabla 10. CMI’s de los tres extractos con respecto a diferentes

microorganismos 38

Tabla 11. Fracciones obtenidas del fraccionamiento primario del extracto

cloroférmico 39

Tabla 12. Fracciones secundarias F1 a F6 40

Tabla 13. Compuestos encontrados en las fracciones secundarias
F1aF6 41




indice

Espectro 1.

Espectro 2.

Espectro 3.

Espectro 4.

Espectro 5.

Espectro 6.

Espectro 7.

Espectro 8.

Espectro 9.

Espectro 10.

Espectro 11.

Espectro 12.

Espectro 13.

Espectro 14.

Espectro 15.

Espectro 16.

indice de Espectros

Espectro en el IR (pelicula) de la

14—taraxeren—3—ona

50

Espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCls) de la

14—taraxeren—3—ona

51

Espectro de masas de la

14—taraxeren—3—ona

52

Espectro en el IR (pelicula) de la
lup—20(29)—en—-3—-ona

53

Espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCls) de la
lup—20(29)—en—3—ona

54

Espectro de masas de la
lup—20(29)—en—-3—-ona

55

Espectro en el IR (pelicula) del B-sitosterol en

mezcla con acidos grasos

56

Espectro de RMN "H (300 MHz, CDCls) del [
B-sitosterol en mezcla con &cidos grasos

Espectro de masas dell] -sitosterol

57
58

Espectro en el IR (pelicula) de una mezcla de ceras

y acidos grasos sin metilar

59

Espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCls) de una
mezcla de ceras y acidos grasos sin metilar
Espectro de masas de la

5,7—estigmastadien—3—ona

Espectro de masas del éster metilico del &cido

hexadecanoico

Espectro de masas del éster metilico del &cido

octadecanoico

Espectro de masas del éster metilico del &cido

eicosanoico

Espectro de masas del éster metilico del &cido

docoeicosanoico

VI

60

61

62

63

64

65



indice

Espectro 17.
Espectro 18.
Espectro 19.
Espectro 20.

Espectro 21.

Espectro 22.

Espectro de masas del éster metilico del &cido

hexaeicosanoico

Espectro de masas del éster metilico del &cido

octaeicosanoico

66

67

Espectro de masas del &cido hexadecanoico
Espectro de masas del acido octadecanoico
Espectro de masas del 6,10,14—trimetil-2—

pentadecanona

68
69

70

Espectro de masas del hexaeicoseno

71

VII



indice

Lista de abreviaturas

< Menor que

> Mayor que

ac. Acido

AcOEt Acetato de etilo

C Carbono

°C Grados centigrados

CDCl; Cloroformo deuterado

CG Cromatografia de gases

CG/EM Cromatografia de gases acoplada a espectroscopia
de masas

CHCl3 Cloroformo

CLso Concentracion letal media

cm Centimetros

CMmI Concentracion minima inhibitoria

Conc. Concentracion

d Doblete

) Desplazamiento quimico

dd Doble de dobles

dad Doble de doble de dobles

DMSO Dimetil sulféxido

Dr. Doctor

EM Espectroscopia de masas

EMIE Espectroscopia de masas por impacto electrénico

et al Y otros

g Gramos

G+ Gram positivos

G- Gram negativos

H Hidrégeno

HCI Acido clorhidrico

Hex Hexano

H-O Agua

Hz Hertz

VIII



IDH

mm
MHz

m/z

N

(NH.)4 Ce(S04)42H0
nm

No.

OH

p/p

ppm

Rf

RMN

SSI
sbsp.
T. ret.
UFC
UK.
uv
var.

Vmax

indice de deficiencia de hidrégeno
Infrarrojo

Constante de acoplamiento
Kilogramo

Hidroxido de potasio

Litros

Multiplete

l6n molecular

Metanol

Miligramos

Minutos

Microlitros

Mililitros

Milimetros

Megahertz

Relacién masa/carga
Normal

Sulfato cérico amoniacal
Nandémetros

Numero

Alcohol

porciento en peso

Partes por millén

Factor de retencion
Resonancia Magnética Nuclear
Singulete

Solucién salina isotdnica
Subespecie

Tiempo de retencién
Unidades formadoras de colonias
Unidades Klett

Ultravioleta

Variable

Frecuencia maxima

IX

indice



Antecedentes

1. ANTECEDENTES

1.1. FAMILIA BETULACEAE

Es una familia de arboles o arbustos dicotiledéneos caducifolios y monoicos
que poseen hojas simples y alternadas. Sus flores masculinas se presentan
con forma de péndulos, y las femeninas se presentan en agregados de dos o
tres flores, se encuentran comunmente en regiones templadas y zonas de

montafa en los tropicos.

Esta familia esta formada por alrededor de 70 a 157 especies repartidas en
seis géneros [Alnus, Betula (37 especies), Carpinus, Corylus, Ostrya y
Ostryopsis] la mayor parte de ellas, naturales de los paises templados del

hemisferio norte. (Font Quer, 1962)

En el pasado, esta familia estaba dividida en dos, Betulaceae (Alnus y Betula) y
Corylaceae (resto de especies); sin embargo, estudios recientes por el “Grupo
de filogenistas de Angiospermas” (Angiosperms Phylogeny Group), han llevado

a incluir la antigua familia Corylaceae dentro de la Betulaceae.

Algunos ejemplos de los géneros que pertenecen a la familia Betulaceae se
aprecian en la Figura 1.

1.2. GENERO ALNUS
Este género esta constituido por algunas de las siguientes especies: Alnus
hirsuta var. sibirica, Alnus rubra, A. glutinosa, A. hirsuta, A. incana, A. oregona

y A. acuminata sbsp. arguta.
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(d) (e)
Figura 1. (a) Alnus betuna, (b) Corylus avellana, (c) Ostrya carpinifolia, (d) Alnus glutinosa,
(e) Betula pendula

1.2.1. Composicion quimica del género Alnus

El género Alnus posee compuestos quimicos de interés medicinal, (Manes et
al., 1997), por ejemplo: La corteza de algunas de sus especies presenta una
cantidad apreciable de alquitran y de aceites esenciales, los mas conocidos
son el a-betulenol y el B-betulenol (Dermeci et al, 2000). Ademas, es fuente de
compuestos de estructura fendlica como rododendrina, miricetina, delfinidina y
acido elagico. De las hojas de algunas especies de este género, se ha logrado

extraer un flavonoide, la acacetina (Evans, 1985).

Otros compuestos encontrados en Alnus son saponinas, acido betulinico, y
betulina (Manez et al, 1997; Duke, 1992) ademas de poseer esteroles como -

sitosterol y dammaranos (Tyler, 1979).
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A continuacidbn se presentan algunos de los metabolitos secundarios
encontrados en género Alnus.

(7]
O
S
)
c
o . .
5 Betulina; betulol; betulinol; trochol; Acido betulinico, acido,
b
= 20(29)-lupeno-3p,28-diol. 3B-hidroxi-20(29)-lupen-28-oico.

(Evans, 1985, Harbone, 1991, (Galgon et al.,1999, Duke, 1992.

Duke, 1992, Mafies et al., 1997). Huguet et al., 2000, Mares et al., 1997.
Steele et al.,, 1999)
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c
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1.2.2. Propiedades medicinales dentro del género alnus

o Alnus rubra:
Originaria de Canada, se ha utilizado contra infecciones fungicas. A partir de la
corteza y las hojas se han podido aislar sustancias con actividad antibiética
contra distintos tipos de bacterias. En anos recientes ha demostrado ser eficaz
contra el cancer de piel (McCutcheon et al., 1992; Chen et al.,2000).

o Alnus incana:
Especie de Canada utilizada por los nativos para tratamientos de infecciones,
ha demostrado actividad anticancerigena in vitro (Ritch-Krc et al., 1996).

o Alnus hirsuta var. sibirica:
Especie asiatica que se distribuye por China y Corea del Sur, ha sido utilizada
en la medicina tradicional para el tratamiento de cancer de mama, se ha
descubierto que los compuestos aislados de la corteza son potentes
inhibidores de la inflamacion via inhibicién de la ciclooxigenasa-2 (Min-Won et
al., 2000).

o Alnus oregona:
De esta especie se ha aislado un compuesto llamado oregonina, sustancia
responsable de la actividad anticancerigena en estudios de laboratorio (Bianchi
etal, 1973).

o Alnus hirsuta:

Esta especie se encuentra desde Rusia hasta Japén en donde es altamente
utilizada por la medicina tradicional sobre todo para tratamientos contra
hemorragias y diarrea. En recientes estudios fitoquimicos se ha encontrado que
tiene triterpenos, taninos y diarilheptanoides como metabolitos secundarios,
con una notoria actividad citotéxica y antioxidante, ademas se han aislado de la
corteza varios diarilheptanoides que han demostrado tener actividad inhibitoria
en la sintesis de 6xido nitrico y en la produccién del factor de necrosis tumoral-
o (KiHwan et. al., 2007).
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o Alnus glutinosa:
Especie que predomina en Canada. Posee propiedades antiinflamatorias,

antisépticas, inmunosupresoras y antitumorales (Duke, 1992).

o Alnus maximowicZzi:
Especie que predomina en China y norte de India, utilizada por la medicina
tradicional para combatir infecciones por parasitos intestinales e infecciones

dérmicas por hongos (Tori et al., 1995).

o Alnus acuminata sbsp. arguta
Esta especie es utilizada en la medicina tradicional mexicana del sureste del
pais, se le atribuyen propiedades como antiescrofulosa, astringente y
antiinflamatoria en afecciones cutaneas. También se le considera util para el

tratamiento de sifilis e infecciones bacterianas (Martinez, 1984).

1.2.3. Alnus acuminata sbsp. arguta

1.2.3.1. Clasificacion botanica

Reino Plantae
Subreino Tracheobionta
Division Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Orden Fagales
Familia Betulaceae
Genero Alnus

Especie A. acuminata

Subespecie arguta
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Figura 2. Alnus acuminata

1.2.3.2. Nombres comunes

Los nombres comunes que recibe Alnus acuminata en México son: ilite
(Chiapas), aile (Jalisco, Morelos, Oaxaca, Hidalgo), abedul (Veracruz y
Oaxaca), olmo del Pais (Veracruz e Hidalgo), aliso (Nuevo México y algunas
partes de México) y palo de aguila (Oaxaca).

Algunos nombres comunes en centro y sud América son: labran (Peru), cerezo
(Colombia), jaul (Costa Rica) y palo de lama (Guatemala).

(http://www.conafor.gob.mx).

1.2.3.3. Sinébnimos

Alnus acuminata Kunth, 1817

Alnus acuminata var. genuina Regel, 1861

Alnus acuminata var. ferruginea (Kunth) Regel, 1861

Alnus acuminata var. jorullensis (Kunth) Regel, 1861

Alnus acuminata var. mirbelii (Spach) Regel, 1861

Alnus acuminata var. spachii Regel 1865

Alnus acuminata var. glabrata (Fernald) Furlow, 1976 [1977]
Alnus acuminata var.cuprea Barlett, 1909

Alnus acuminata var.subsericea Barlett 1909

Alnus acuminata sbsp. arguta

Alnus acuminata sbsp. arguta (Schltdl) Furlow, 1976 [1977]
(http://mobot.mobot.org/W3T/search/vast.html).
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1.2.3.4. Descripcion de la planta

Forma: Arbol o arbusto perennifolio (cuando crece en quebradas himedas) y
caducifolio (en laderas semisecas) de 10 hasta 30 m de altura.

Copa: Es angosta y de forma piramidal.

Hojas: Poseen lamina ovalada, de 6 a 15 cm de largo y 3 a 8 cm de ancho,
alternas, simples, ovoideas, algo resinosas, con el apice acuminado.

Flores: Son unisexuales, masculinas y femeninas sobre un mismo arbol, pero en
inflorescencias diferentes, las flores masculinas se encuentran agrupadas en
péndulos y las flores femeninas tienen bracteas formando un cono estrobiliforme.
Frutos: Se muestran como nueces pequenas y aladas, son liberadas a la madurez
y diseminadas por el viento y el agua.

Tronco: De forma cilindrica y ligeramente ovalada

Corteza: Se observa lisa o ligeramente rugosa, es escamosa en individuos viejos
y tiene una coloracién grisacea.

Raiz: Es un sistema radical poco profundo, amplio y extendido.
(http://conafor.gob.mx).

Figura 3. Descripcion de Alnus acuminata

1.2.3.5. Distribucion y ecologia

Se localiza en casi toda la Republica Mexicana, a una altitud entre 1300 y 2800 m.
Principalmente se encuentra en los estados de Puebla, Chiapas, Oaxaca,
Veracruz, Sonora, Durango, Sinaloa, Hidalgo, San Luis Potosi, Querétaro,
Michoacéan, Nayarit, Jalisco y en el Distrito Federal. Figura 4

Ademas se localiza en gran parte de América Latina, desde Guatemala hasta

Argentina y se ha introducido con éxito en el sur de Chile y en Nueva Zelanda.
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El género Alnus se puede encontrar en laderas montafiosas muy inclinadas con
condiciones secas. Se desarrolla en areas de nubosidad, con neblina frecuente.

Su rango de temperatura es de 4 a 27 °C.

No es exigente en cuanto a calidad de suelos siempre y cuando haya buena
humedad, posee la capacidad de fijar nitrdgeno en simbiosis con microorganismos
actinomicetos (Pretell et al., 1985).

Figura 4. Se observa en oscuro la distribuciéon geografica de Alnus acuminata en México.

1.2.3.6. Usos
Da lefia de buena calidad, la madera y los troncos se utilizan para la construccién

de casas (vigas) y chozas.

También sirve para construcciones livianas como cajas, utensilios domésticos,
cabos de escobas e instrumentos musicales. Por otro lado, esta especie es muy
recomendable en reforestaciones para mejorar las condiciones de los suelos,

debido a su capacidad de fijar nitrégeno (Nufiez, 1991).

En la medicina tradicional las hojas frescas maceradas en alcohol son utilizadas
contra el reumatismo, y su infusibn es utilizada por sus propiedades

antibacterianas (Martinez, 1984).
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1.3. EXTRACCION DE UN MATERIAL VEGETAL

La extraccion es el proceso de separacién de los principios solubles de las
materias primas de origen natural mediante la accion de un disolvente, utilizando
un método adecuado. De manera general la seleccién del método y disolvente de
extraccion se realiza con base en las propiedades fisicas y quimicas de los
constituyentes activos.

Entre los métodos mas utilizados se encuentran los siguientes: maceracion,
percolacion, métodos de extraccidon continua (Soxhlet, extractores para liquidos
menos densos que el agua, extractores para liquidos mas densos que el agua,
reflujo, etc.), destilacion y métodos de extraccion mediante fluidos supercriticos.
Otros procedimientos de menor uso incluyen: la digestion, la infusion y la
decoccién. (Mata, 2000)

1.4. AGENTES ANTIMICROBIANOS

Son substancias quimicas que pueden ser de origen natural (biosintetizadas en
organismos vivos), sintéticas o semisintéticas, las cuales, son capaces de inhibir el
crecimiento bacteriano y/o destruir a los microorganismos.
(http://www.microbiologia.com.ar/antimicrobianos/general.php).

Desde el punto de vista practico existen distintos tipos de antimicrobianos:

e Desinfectantes: sélo se aplican a sistemas inanimados y eliminan la carga
microbiana total.

e Sanitizantes: so6lo se aplican a sistemas inanimados y disminuyen la carga
microbiana total.

e Antisépticos: reducen y controlan la presencia de microorganismos
potencialmente patdégenos, sélo se pueden aplicar externamente en seres
vivos (piel y/o mucosas).

e Antimicrobianos de uso sistémico: reducen y controlan la presencia de
microorganismos que han invadido los tejidos. Actdan en el organismo,
pudiendo ser ingeridos (via oral), absorbidos por piel (apésitos) y/o

inyectados.
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Los agentes antimicrobianos de uso sistémico se pueden clasificar

(http://www.microbiologia.com.ar/antimicrobianos/general.php) segun su:

1. Origen:

Naturales: se obtienen a partir de microorganismos (hongos,
bacterias, etc.).

Sintéticos: se obtienen totalmente por sintesis quimica.
Semisintéticos: se obtienen por modificaciones quimicas de

antimicrobianos naturales, con el fin de mejorarlos.

2. Efecto:

Bacteriostatico: Impide el desarrollo y multiplicacién de los
microorganismos, sin destruirlos, pudiendo éstos multiplicarse
nuevamente al desaparecer el agente antimicrobiano.

Bactericida: su accion es letal sobre los microorganismos.

3. Espectro de actividad:

Amplio: actian sobre un gran numero de especies microbianas.
Intermedio: actian sobre un numero limitado de especies de
microorganismos.

Reducido: actuan sobre un pequefioc numero de especies

microbianas.

4. Mecanismo de accion:

Inhibicidén de la sintesis de la pared celular.
Alteracion de la permeabilidad celular.
Inhibicidn de la sintesis proteica.

Inhibicion de la sintesis de DNA y RNA.
Otros.

11



Antecedentes

1.5. BIOENSAYOS DE ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA

El estudio de la sensibilidad de los microorganismos a los agentes antimicrobianos
es una de las funciones mas importantes de los laboratorios de microbiologia. Su
realizacion se desarrolla mediante las pruebas de sensibilidad o antibiograma,
cuyo principal objetivo es evaluar la respuesta de un determinado microorganismo
a uno o varios agentes antimicrobianos.

El antibiograma define la actividad in vitro de un antibiotico y refleja su capacidad
para inhibir el crecimiento de una bacteria o poblacion bacteriana. Estas pruebas
pueden efectuarse por dilucién, por difusion en agar, gradiente de agar y métodos
automatizados

(http://www.gb.fcen.uba.ar/microinmuno/SeminarioAntibioticos.htm).

1.5.1. Determinacion de actividad antimicrobiana por el método de difusion

El antibiograma disco-placa basado en el trabajo de Bauer, Kirby y colaboradores
es uno de los métodos que The Nacional Committé for Clinical Laboratory
Standards (NCCLS) recomienda para la determinacion de la sensibilidad
bacteriana a los antimicrobianos. El antibiograma de disco-placa consiste en
depositar en la superficie de agar de una caja petri previamente inoculada con el
microorganismo, discos de papel impregnados con los diferentes antibiéticos. Tan
pronto el disco impregnado se pone en contacto con la superficie humeda del
agar, el filtro absorbe agua y el antibiético se difunde radialmente formandose un
gradiente de concentracion. Transcurridas de 18 a 24 horas de incubacion los
discos aparecen rodeados por una zona de inhibicidon. La concentracion de
antibidtico en la interfase entre bacterias en crecimiento y bacterias inhibidas se
conoce como concentracion critica y se aproxima a la concentracibn minima
inhibitoria (CMI) obtenida por métodos de dilucién, sin embargo el método disco-
placa no permite una lectura directa del valor de la CMI. Para cuantificarla, basta
con haber contrastado previamente el sistema disco-placa con un gran numero de
cepas de CMI’s conocidas (determinadas por otros métodos), entonces se mide el
diametro de la zona de inhibicion obtenida y se grafica frente a la CMI,
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obteniéndose una linea de regresion que correlaciona las CMI’s y los diametros de

inhibicidn (http://www.seimc.org/documentos/protocolos/microbiologia/cap11.htm).

1.5.2. Determinacion de actividad antimicrobiana por el método de dilucion

En los métodos de dilucion en caldo, se colocan concentraciones decrecientes del
agente antimicrobiano, generalmente diluciones 1:2, en tubos con un caldo de
cultivo que sostendra el desarrollo del microorganismo. El caldo mas usado para
estas pruebas es el de Mueller-Hinton suplementado con los cationes magnesio y
calcio. Los agentes antimicrobianos se preparan en "soluciones madre"
concentradas y luego se diluyen en caldo hasta obtener las concentraciones
apropiadas.

Un tubo de caldo se mantiene sin inocular como control negativo de crecimiento.
Luego de la incubacion adecuada (24 horas) se observa la turbidez de los tubos
que indicara desarrollo bacteriano. El microorganismo crecera en el tubo control y
en todos los que no contengan suficiente agente antimicrobiano como para inhibir
su desarrollo. La concentracion del agente que presente ausencia de crecimiento,
detectada por falta de turbidez (igualando al control negativo), se designa como la
Concentracion Minima Inhibitoria (CMI). Figura 5.

DiA 1

1imL de una suspension del microorganismo
(1X10* UFC/mL) se agrega a tubos que contienen
imL de caldo con el antibiético en las
concentraciones indicadas (ug/mL).

Los tubos contienen ahora 2mL con 5X10°
UFC/mL y el antibiético en las concentraciones

indicadas (ug/mL) B e g (88 )
18-24 h DE INCUBACION
DiA 2 ¢ L ¢ ¢ ¢ ¢

CMI=8 pg/mL 32 16 8

Figura 5. Determinacién de la Concentracion Minima Inhibitoria.
http://www.qb.fcen.uba.ar/microinmuno/SeminarioAntibioticos.htm
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1.6. METODOS CROMATOGRAFICOS

La cromatografia es un método analitico mediante el cual los componentes de una
mezcla se distribuyen entre dos fases, una mévil y la otra estacionaria. La fase
movil puede ser un liquido o un gas, la fase estacionaria, contenida en un soporte
cromatografico puede ser un sélido o un liquido.

La clasificacién de los métodos cromatograficos se indica en la Tabla 1.

Tabla 1. Clasificacion de los métodos cromatograficos. (Mata, 2000)

Cromatografia Fase Fase Técnica Principio
movil estacionaria
Gas- liquido Gas Liquido Gases Reparto
Columna* Adsorcién
Liquido- sélido Liquido Sélido Papel Exclusion
Capa fina Intercambio
iGnico
Columna
Liquido-liquido | Liquido Liquido Papel Reparto
Capa fina
Gas- solido Gas Sélido Gases Adsorcidn

*Columna abierta, a baja presion, a mediana presion, HPLC, cromatografia rapida y cromatografia en contracorriente

1.7. METODOS ESPECTROMETRICOS Y ESPECTROSCOPICOS
Los métodos mas utilizados se muestran en la Tabla 2.

Tabla 2. Métodos utilizados para determinar la estructura molecular de componentes organicos. (Mata, 2000)

Método Principio Informacion que proporciona

Espectroscopia | Excitaciéon en la vibraciéon | Grupos funcionales y

infrarroja molecular conformacién
Espectroscopia | Transicién de los Instauraciones, aromaticidad,
UV y visible electrones de un lugar a estereoquimica y grupos

otro funcionales
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Resonancia Transiciones entre Grupos funcionales, numero de
Magnética orientaciones del spin protones y carbonos. Secuencia
Nuclear nuclear de protones y carbonos

Espectroscopia | Fragmentacién molecular | Peso molecular y grupos

de Masas por electrones funcionales
Difraccion de | Interferencia entre los Determinacién completa de la
Rayos X rayos X dispersados por estructura molecular

los electrones de los

atomos

1.8. LIPIDOS Y COMPUESTOS NATURALES RELACIONADOS

Un lipido se define como un compuesto organico de origen natural, insoluble en
agua y soluble en disolventes organicos no polares. Se compone de acidos grasos
de cadena larga y de alcoholes, como el glicerol, y monoalcoholes superiores.

En general, los acil-gliceroles de acidos grasos saturados son soélidos y los de
acidos no saturados, liquidos.

Las grasas y aceites se nombran frecuentemente como derivados de sus acidos
grasos.

Las ceras son mezclas naturales que contienen cantidades apreciables de ésteres
derivados de monoalcoholes superiores de la serie del alcohol metilico
combinados con acidos grasos.

Casi todos los acidos grasos que se encuentran en la naturaleza tienen un nimero
par de atomos de carbono, porque se biosintetizan a base del grupo acetilo de dos
carbonos de la acetil coenzima A.

La cadena de hidrocarburos de un acido graso puede ser saturada, insaturada o
poliinsaturada. (Fessenden y Fessenden, 1982; Trease-Evans, 1987)

La Tabla 3 muestra algunos ejemplos de acidos grasos y sus fuentes.
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Un acido graso saturado forma cadenas en zigzag, que se ajustan de forma
compacta y producen altas atracciones de van der Waals, por consiguiente las
grasas saturadas son solidas. La configuracion alrededor de cualquier doble
enlace de un &cido graso natural es cis, configuracion que conduce a aceites de
bajo punto de fusidén, debido a que las moléculas no pueden formar una red
compacta.

Tabla 3. Ejemplos de &cidos grasos y sus fuentes. (Fessenden,1982; Trease-Evans,1987)

Nombre del Férmula Fuente
acido graso
Saturados
butirico CH3(CH2)2CO2H Grasa de
leche
palmitico | CH5(CH>)14CO2H Grasas
animales y
de plantas
estearico | CH3(CH,)1sCO.H Grasas
animales y
de plantas

Insaturados y Poliinsaturados

palmitoleico | CH3(CH,)sCH=CH(CH.);CO.H Grasas
animales y

de plantas

oleico CH3(CH>);CH=CH(CH2)7;CO.H Grasas
animales y

de plantas

linoleico | CH3(CH.)sCH=CHCH,CH=CH(CH,);CO.H Aceite de

plantas

linolénico | CH3CH,CH=CHCH,CH=CHCH,CH=CH(CH,)7;CO,H | Aceite de

plantas
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Objetivos

2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GENERAL

Evaluar la actividad antimicrobiana de las hojas de la planta medicinal Alnus

acuminata sbsp. arguta y conocer el perfil metabélico secundario de su extracto

cloroférmico para justificar el uso tradicional de la planta en el tratamiento de

diversas infecciones y para asentar estos conocimientos dentro de la monografia

correspondiente a la planta.

2.2. OBJETIVOS PARTICULARES

Obtener los extractos hexanico, cloroférmico y metandlico de las hojas de la
planta Alnus acuminata sbsp. arguta por la técnica de percolacién.

Evaluar la actividad antimicrobiana de cada uno de los extractos.

Evaluar la actividad téxica a Artemia salina de cada uno de los extractos.
Fraccionamiento cromatografico del extracto cloroféormico.

Aislamiento e identificacion de los metabolitos secundarios contenidos en el
extracto  cloroférmico por métodos quimicos, espectroscépicos,
espectrofotométricos y por formacion de derivados.

Integracién de los resultados quimicos y biol6gicos del estudio de las hojas

de A. acuminata.
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3. HIPOTESIS
Si las hojas de la planta Alnus acuminata sbsp. arguta son empleadas en la
medicina tradicional mexicana en el tratamiento de diversas infecciones,
entonces, alguno de sus extractos contiene compuestos o metabolitos secundarios

que inhiben el crecimiento de microorganismos.

4. JUSTIFICACION

De acuerdo a los informes en la literatura, Alnus acuminata es una planta de gran
importancia medicinal, la cual es empleada en el sur y centro de la Republica
Mexicana para el tratamiento de diversos padecimientos, como son: dolores
musculares y de articulaciones, inflamacion de garganta, enfermedades cutaneas
y venéreas, entre otros.

Estudios previos realizados a esta planta (Rovelo, 2002; Gémez, 2007; lllescas,
2008) han comprobado Ila actividad antiinflamatoria y moderadamente
antimicrobiana de esta planta, asi como aportado informacién sobre el contenido
metabdlico de la corteza. Las partes aéreas y especificamente las hojas, también
son empleadas con fines terapéuticos tradicionales, sin embargo, a la fecha no
existen reportes adicionales a las pruebas antiinflamatorias realizadas con las
hojas, por lo que el presente trabajo aportaria informacion sobre la actividad
antimicrobiana, la toxicidad general y el contenido quimico involucrado en la
materia prima vegetal mencionada. Estos datos se podrian eventualmente utilizar
en la integracion de la monografia correspondiente de la planta.

Lo anterior justifica un estudio sistematico para conocer y evaluar biol6gicamente

su contenido metabdlico.

18



Desarrollo Experimental

5. DESARROLLO EXPERIMENTAL
5.1. DIAGRAMA GENERAL

Alnus acuminata sbsp. arguta (Schlecht.)
Furlow

[ Pesado y Molienda ]

[ Percolacién con diferentes disolventes ]
[ TEEEs ] [ Cloroformo ] [ Metanol ]
@ Obtencidn del extracto por evaporacion o
& del disolvente a presidon reducida j
[ Pruebas de actividad antimicrobiana ]
( Fraccionamiento del extracto cloroférmico )
[ Metilacion de las fracciones F1 a F6 ]
Analisis espectroscopico y por CG/EM a los compuestos aislados ]
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5.2. MATERIAL Y EQUIPO UTILIZADO

La fragmentacion de las hojas se realiz6 en un molino de cuchillas modelo
Thomas-Willey 4, con una malla numero 4. Los disolventes utilizados en todos los
casos fueron de grado QP y destilados previamente a su uso.

Para la cromatografia en capa fina se emplearon cromatofolios Alugram Sil
G/UVas4 Macharey-Nagel Duren. Como reveladores cromatograficos se utilizaron
una lampara de luz UV Spectroline modelo ENF-240c de longitud de onda a 254 y
365 nm y una solucién de sulfato cérico amoniacal [(NH4)4Ce(SO4)4H20] al 1% en
acido sulfarico 2N como agente cromdgeno (Stahl, 1969).

Las cromatografias en columna abierta se realizaron empleando gel de silice 60
(malla 0.063-0.200 mm) Merck, como fase estacionaria.

Las cromatografias preparativas se realizaron en placas Merck de 20 x 20cmy 1
mm de espesor.

Los espectros en el UV se determinaron en un espectrofotémetro Shimadzu UV
160, los espectros en el IR se obtuvieron en un espectrofotdmetro FTIR Perkin-
Elmer 1605 y los espectros de RMN se determinaron a 300 6 400 MHz para el
caso de '"Hy a 75.3 6 100 MHz para el caso de '*C. Para esto se utilizaron
espectrémetros de alta resolucion Varian (Unity Inova) 300 y Varian (Unity Inova)
400, utilizando CDCI3 como disolvente.

Los espectros de masas se obtuvieron en un espectrometro de masas (acoplado a
un cromatégrafo de gases) modelo JEOL SX102A, mediante la técnica de

ionizacién quimica.

5.3. MATERIAL VEGETAL

Las hojas de la especie Alnus acuminata sbsp. arguta (Schlecht.) Furlow
empleadas en este estudio fueron recolectadas en el municipio de Huistan,
Chiapas. La identificacién del material vegetal fue realizada por el Dr. Mario Ishiki
Ishihara del herbario de El Colegio de la Frontera Sur (ECOSUR), donde se
encuentra depositada una muestra de referencia. El material vegetal se sec6 a
temperatura ambiente y a la sombra, posteriormente se moli6 en un molino de

cuchillas.
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5.3.1. Preparacion de los extractos organicos vegetales

El material vegetal seco y molido de las hojas de Alnus acuminata (1.997 Kg) se
extrajo mediante la técnica de percolacién (Mata, 2000) a temperatura ambiente
con 4 L de cada disolvente de diferente polaridad (hexano, cloroformo y metanol).

5.4. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD TOXICA DE LOS EXTRACTOS EN
EL CRUSTACEO Artemia salina

5.4.1. Preparacion de los organismos

Se prepard una solucién de sales de mar comercial (38 g de medio salino artificial
por litro de agua destilada) en un vaso de precipitados, al cual se le acondicioné
una bomba de oxigeno y se burbujedé durante 20 minutos. Transcurrido este
tiempo se adicionaron los huevecillos de Artemia salina. Posteriormente la
solucién con las Artemias se incub6 durante 48 horas en un bafio de agua con
temperatura controlada de 28-30 °C. (McLaughlin et al., 1991; Meyer et al., 1982)

5.4.2. Preparacion de las muestras

20 mg de cada extracto se colocaron en un tubo de ensayo por separado y se
disolvieron en 2 mL de un disolvente adecuado, posteriormente se transfirieron de
cada tubo de ensayo, alicuotas por triplicado de 500, 50 y 5 ulL. Una vez
evaporado el disolvente, se aforaron los tubos a 5 mL con la solucion de medio

salino, para obtener las concentraciones de 10, 100 y 1000 ug/mL.

5.4.3. Bioensayo

Pasado el tiempo de incubacién descrito en el punto 5.4.1 se depositaron 10
larvas de A. salina en cada uno de los tubos con la muestra por evaluar sin alterar
el volumen de 5 mL de la solucién de agua de mar y se dejaron 24 horas a 28 °C
en contacto con la muestra en estudio. Posteriormente se contaron los crustaceos

sobrevivientes y el resultado se expresd por medio de la CLso (el célculo se realizd
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utilizando gréficas en excel, de organismos vivos y muertos acumulados contra el

logaritmo de la concentracién).

5.5. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA POR EL
METODO DE DIFUSION

Se empled el método de Kirby—Bauer con discos de sensibilidad antibidtica.
(Villareal, 1994)

Reactivos y soluciones necesarios:
- Gelosa nutritiva Agar Mueller-Hinton
- Solucién salina isotonica [agua destilada con NaCl al 9-8%)]
- Extractos hexanico, cloroférmico y metandlico de la planta
- Disolventes mencionados como vehiculos

- Dimetil-sulféxido

Cepas de referencia:
Staphylococcus aureus
Escherichia coli
Pseudomonas aeruginosa
Candida albicans

Trichophyton mentagrophytes

5.5.1. Crecimiento de las cepas

Cada una de las cepas mencionadas en el punto anterior se hizo crecer por
triplicado en tubos conteniendo gelosa nutritiva estéril. Las bacterias se incubaron
de 24 a 48 horas a 37 °C y la levadura y el hongo a 28 °C.

Se realizd una tincién de Gram para determinar la pureza de las cepas.

22



Desarrollo Experimental

5.5.2. Preparacion de placas de agar

La metodologia utilizada es de doble capa por lo que primero se agregd a cada
caja, una capa de 10 mL de agar estéril y una vez solidificada ésta, otra con 8 mL
de agar inoculado con el microorganismo de prueba para lograr la difusién del
mismo al medio. Se utilizé medio de agar Mller-Hinton estéril para las cepas de
bacterias y de agar Sabouraud, para la levadura y el hongo.

5.5.3. Preparacion del agar con el inéculo

Se prepar6 en un tubo estéril una suspensién de cada microorganismo empleando
3 mL de solucion salina isoténica y una asada del microorganismo. De la
suspensién anterior se tomaron 0.5 mL y se adicionaron a un matraz conteniendo
de 20 a 30 mL de medio y se incubd por 24 horas a 35 °C (bacterias) y por 48
horas a 28 °C (la levadura y el hongo). Después de este tiempo, se agregaron 30
mL de solucién salina isotdnica estéril, frotando la superficie del agar para obtener
una suspensién rica en microorganismos. 10 mL de la suspension anterior se
transfirieron a un matraz nefelométrico, en el que se ajustoé la concentracién de la

suspensién de cada microorganismo a 50 UK.

5.5.4. Preparacion de discos
Se prepard una solucion de 10 mg de cada extracto en 1 mL de DMSO. Se
tomaron 100, 50 y 10 uL de cada extracto, para tener respectivamente 1000, 100 y

50 ug en cada disco, se usé DMSO (100 uL) como control de vehiculo.

5.5.5. Inoculacion de placas

Se colocaron 0.5 mL de la suspensidén de microorganismos estandarizada a 50 UK
en un matraz con agar estéril y se mezcldé dando giros suaves en contra y a favor
de las manecillas del reloj. De la preparacion anterior se colocaron 8 mL sobre una
caja petri estéril conteniendo 10 mL de agar solidificado. Una vez que la segunda
capa de agar solidificd se colocaron los discos de la forma indicada en el punto
5.5.4. Las cajas conteniendo bacterias se incubaron a 37 °C por 24 horas y las del
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hongo y levadura a 28 °C por 48 horas. Después de este tiempo se midieron los
halos de inhibicion alrededor de cada disco. (Villareal, 1994).

5.6. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA POR EL
METODO DE DILUCION

Tabla 4. Microorganismos de referencia utilizados en la determinacion

de la actividad antimicrobiana por el método de dilucién.

Bacterias
Gram+ Staphylococcus aureus
Streptococcus faecalis
Escherichia coli
Gram- Pseudomonas aeruginosa
Salmonella tiphy
Hongos
Levaduriforme | Candida albicans
Filamentosos Tricophyton mentagrophytes
Tricophyton rubrum

5.6.1. Preparacion de las muestras
10 mg de cada extracto se disolvieron en 1 mL de disolvente adecuado y se
prepararon diluciones para obtener concentraciones finales de 0.75 hasta 6 mg/mL

5.6.2. Preparacion del indculo

Las bacterias se activaron en un caldo nutritivo y se incubaron por 48 horas a
37°C, mientras que los hongos se activaron en agar Sabouraud, y se incubaron
por 7 dias a 28°C.

El in6culo de cada muestra bacteriana se preparé con cultivos que contenian 10°
UFC/mL. El inéculo de la levadura contenia 10° células/mL, mientras que el de los
hongos filamentosos 10° esporas/mL.

Nota: Se establecieron las concentraciones de los indculos por comparacion con

los estandares turbidimétricos establecidos por la escala de McFarland.
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5.6.3. Bioensayo

Las muestras de cada extracto se mezclaron con el medio apropiado, el cual
contenia el indculo del microorganismo a prueba. Después de la incubacién se
observé la densidad de crecimiento del microorganismo en el tubo y se comparé
mediante los patrones turbidimétricos de McFarland. El procedimiento se realizé
por duplicado.

Se utilizé6 gentamicina como control positivo para las bacterias, nistatina para la
levadura y miconazol para los hongos filamentosos.

(Ghisalberti, 1993).

5.7. FRACCIONAMIENTO PRIMARIO

55 g del extracto cloroférmico (activo en las pruebas antimicrobianas) de las hojas
de la planta Alnus acuminata sbsp. arguta, fueron adsorbidos en 55 g de gel de
silice en una columna cromatogréfica (1 Kg de gel de silice) de vidrio abierta, la
cual se eluydé con mezclas de hexano-acetato de etilo de polaridad creciente
(fracciones de 200 mL) y posteriormente con cloroformo 100% y cloroformo-
acetona 1:1, obteniéndose un total de 658 fracciones, las cuales se muestran en
la Tabla 11. Posteriormente éstas se agruparon de acuerdo a la similitud de sus
caracteristicas cromatograficas en 6 subfracciones (F1-F6). Las cuales se
muestran en la Tabla 12.

5.8. REACCION GENERAL DE METILACION

Se utiliz6 una mezcla etérea de diazometano preparada con una solucién de KOH
(5 g de KOH en 7.5 mL de H»0 destilada), 25 mL de MeOH y 21.9 g de N-metil-N-
nitroso-p-toluensulfonamida (Diazald-Aldrich) en 45 mL de éter etilico.

Se disolvieron 4 mg de la fraccion en 3 mL de MeOH adicionando 20 mL de
solucién etérea de diazometano a temperatura ambiente por 24 horas. Al cabo de
este tiempo se obtuvieron los compuestos metilados. (Shriner et al., 1997).
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5.9. PURIFICACION DE FRACCIONES CON CLOROFILA

Las fracciones 253 a 658 se mezclaron con carbdn activado (1% p/p) vy
posteriormente se percolaron a través de una columna en fase reversa de gel de
silice C18 (20 g), utilizando acetona 100% como disolvente de elucion.  Los
filtrados fueron analizados por cromatografia en capa fina y agrupados de acuerdo

a sus semejanzas.

5.10. SEPARACION DE COMPUESTOS

De acuerdo al andlisis cromatogréafico las fracciones F1-F6 mostraron gran
complejidad estructural y sus espectros al IR mostraron un perfil altamente
hidrocarbonado, por lo que fueron sometidas a una reaccién de metilacién con
diazometano para tratar de separar sus componentes. A continuacién se muestra

el analisis por CG/EM de las fracciones mencionadas.

Fraccion F1

e 6,10,14-trimetil-2-pentadecanona
CG. T. Ret. 6.84 min
EMIE m/z (int. rel.) (Espectro 21): 250 [M+] (2), 268 (1), 210 (1), 165 (3), 137 (4),
109 (22), 71 (51), 58 (100).

e Ester metilico del acido hexadecanoico (Palmitico)
CG. T. Ret. 7.25 min
EMIE m/z (int. rel.) (Espectro 13): 270 [M+] (5), 227 (5), 213 (2), 199 (4), 185 (4),
171 (4), 157 (3), 143 (13), 129 (6), 101 (7), 87 (60), 74 (100), 55 (38).

e Acido hexadecanoico (Palmitico)
CG . T. Ret. 7.52 min
EMIE m/z (int. rel.) (Espectro 19): 256 [M+] (9), 227 (2), 213 (8), 199 (3), 185 (9),
171 (8), 157 (11), 129 (32), 115 (15), 97 (16), 73 (100), 60 (99).

e 14-taraxeren-3-ona
CG. T. Ret. 12.72 min
EMIE m/z (int. rel.) (Espectro 3): 424 [M+] (9), 409 (5), 300 (29), 285 (23), 204
(69), 189 (27), 149 (15), 133 (72), 107 (65), 95 (62), 55 (100).

26



Desarrollo Experimental

Fraccion F2

e 6,10,14-trimetil-2-pentadecanona
CG. T. Ret. 6.84 min
EMIE m/z (int. rel.) (Espectro 21): 250 [M+] (4), 268 (1), 210 (3), 165 (6), 137 (6),
109 (31), 71 (56), 58 (100).

o Ester metilico del 4cido hexaeicosanoico
CG. T. Ret. 11.29 min
EMIE m/z (int. rel.) (Espectro 17): 410 [M+] (9), 367 (2), 311 (2), 255 (3), 199 (6),
143 (21), 57 (54), 87 (69), 74 (100).

Fraccion F3
e 6,10,14-trimetil-2-pentadecanona
CG. T. Ret. 7.84 min
EMIE m/z (int. rel.) (Espectro 21): 250 [M+] (1), 268(1), 210(1), 165(3), 137(4),
109(15), 71(51), 58(100).
e |up—20(29)—en—3—ona
CG . T.Ret. 15.17 min
EMIE m/z (int. rel.) (Espectro 6): 424 [M*] (7), 409 (4), 313 (9), 245 (7), 218 (25)
205 (42), 189 (20), 149 (8), 121 (51), 109 (72), 95 (85), 67 (100).

Fraccion F4
o Ester metilico del 4cido octaeicosanoico
CG. T. Ret. 11.93 min
EMIE m/z (int. rel.) (Espectro 18): 438 [M+] (8), 395 (2), 339 (2), 283 (1), 255 (2),
241 (2), 199 (5), 143 (21), 97 (14), 86 (69), 74 (100), 57 (53).
e 57—-estigmastadien—3—ona
CG . T. Ret. 13.18 min
EMIE m/z (int. rel.) (Espectro 12): 410 [M*] (14), 395 (2), 269 (7), 227 (2), 188 (23)
174 (100), 160 (25), 134 (13), 105 (16), 81 (19), 55 (21).
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Fraccion F5

e 6,10,14 trimetil-2-pentadecanona
CG. T. Ret. 6.83 min
EMIE m/z (int. rel.) (Espectro 21): 250 [M+] (2), 268 (1), 210 (1), 165 (3), 137 (4),
109 (24), 71 (52), 58 (100).

e Hexaeicoseno
CG . T. Ret. 11.23 min
EMIE m/z (int. rel.) (Espectro 22): 410 [M*] (14), 395 (2), 269 (7), 227 (2), 188 (23)
174 (100), 160 (25), 134 (13), 105 (16), 81(19), 55 (21).

o Ester metilico del acido hexadecanoico (palmitico)
CG . T. Ret. 7.29 min
EMIE m/z (int. rel.) (Espectro 13): 270 [M+] (10), 227 (8), 213 (3), 199 (6), 185 (7),
171 (8), 157 (4), 143 (17), 129 (7), 101 (13), 87 (65), 74 (100), 55 (35).

o Ester metilico del 4cido octadecanoico
CG . T. Ret. 8.19 min
EMIE m/z (int. rel.) (Espectro 14): 298 [M+] (8), 255 (6), 241 (2), 199 (7), 185 (3),
157 (4), 143 (19), 129 (7), 101 (9), 87 (68), 74 (100), 55 (31).

e Ester metilico del 4cido eicosanoico
CG . T. Ret. 9.05 min
EMIE m/z (int. rel.) (Espectro 15): 326 [M+] (6), 296 (1), 283 (3), 227 (3), 199 (3),
171 (3), 143 (14), 129 (6), 101 (8), 87 (57), 74 (100), 55 (43).

o Ester metilico del 4cido docoeicosanoico
CG. T. Ret. 9.86 min
EMIE m/z (int. rel.) (Espectro 16): 354 [M+] (13), 311 (5), 255 (6), 199 (8), 185 (4),
143 (25), 129 (8), 101 (4), 87 (69), 74 (100), 55 (43).

o Ester metilico del 4cido hexaeicosanoico
CG. T. Ret. 11.32 min
EMIE m/z (int. rel.) (Espectro 19): 410 [M+] (10), 367 (3), 311 (3), 255 (3), 199 (6),
143 (17), 101 (17), 87 (67), 74 (100), 55 (97).
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Fraccion F6

e Ester metilico del acido hexadecanoico (palmitico)
CG. T. Ret. 7.24 min
EMIE m/z (int. rel.) (Espectro 13): 270 [M+] (4), 227 (4), 213 (1), 199 (3), 185 (4),
171 (4), 157 (3), 143 (11), 129 (6), 101 (7), 87 (57), 74 (100), 55 (36).

 Acido hexadecanoico (palmitico)
CG. T. Ret. 8.70 min
EMIE m/z (int. rel.) (Espectro 19): 256 [M+] (39), 227 (7), 213 (25), 199 (10), 185
(21), 171 (22), 157 (28), 129 (58), 73 (100), 60 (61).

e Acido octadecanoico (estéarico)
CG. T. Ret. 9.45 min
EMIE m/z (int. rel.) (Espectro 20): 284 [M+] (17), 256 (1), 241 (10), 227 (6), 213
(5), 199 (6), 185 (18), 171 (8), 157 (6), 143 (10), 129 (38), 73 (89), 55 (100).

e [- Sitosterol
CG. T. Ret. 14.77 min
EMIE m/z (int. rel.) (Espectro 9): 414 [M+] (15), 396 (7), 381 (4), 354 (1), 329 (7),
303 (10), 274 (7), 255 (8), 231 (11), 213 (17), 200 (7), 174 (14), 154 (27), 145 (27),
118 (32), 105 (48), 91 (49), 74 (76), 67 (44), 58 (100), 57 (72).
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5.10.1. Aislamiento e identificacion de 14-taraxeren-3-ona

30 mg de la fraccion F1 se aplicaron a una placa cromatografica preparativa
eluyendo con hexano-acetato de etilo 90:10. La mancha con Rf de 0.5 fue extraida
de la gel de silice e identificada mediante el analisis de sus constantes
espectroscépicas (IR, RMN 'H y EM), las cuales se describen en seguida:

Estado fisico: cristales

IR Vmax (pelicula) cm™ (Espectro 1): 3436, 2939, 2865, 1708, 1632, 1462, 1377,
1245, 1094.

RMN-'H (CDCls, 300 MHz) (Espectro 2): 5.56 (dd, J= 8.1, 3.3 Hz, H-15.0), 2.70
(ddd, J=16.0, 12.0, 7.2, 6.9 Hz, H-2a), 2.41 (ddd, J=16.0, 6.3, 3.6, 3.3 Hz, H-2b),
1.14 (s), 1.09 (s), 1.08 (s), 1.06 (s), 0.96 (s), 0.92 (s), 0.91 (s), 0.83 (s).

CG. T. Ret. 12.72 min
EMIE m/z (int. rel.) (Espectro 3): 424 [M+] (9), 409 (5), 300 (29), 285 (23), 204
(69), 189 (27), 149 (15), 133 (72), 107 (65), 95 (62), 55 (100).

5.10.2. Aislamiento e identificacion del 3-oxo-lup-20(29)-eno

20 mg de la fraccibn F3 se aplicaron a una placa cromatografica preparativa
eluyendo con hexano-acetato de etilo 90:10. La mancha con Rf de 0.5 fue extraida
de la gel de silice e identificada mediante el analisis de sus constantes

espectroscépicas (IR, RMN 'H y EM), las cuales se describen en seguida:
Estado fisico: cristales

IR Vmax (pelicula) cm™* (Espectro 4): 3433, 2925, 2854, 1729, 1706, 1640, 1458,
1380.
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RMN-H' (CDCl3, 300 MHz) (Espectro 5): 5.5 (m, H-12), 4.68 (d, J=2.4 Hz, H-29a),
4.67 (d, J=2.4 Hz, H-29b), 3.18 (dd, J= 11.1, 5.3, H-3), 2.36 (m, H-19), 1.67 (s),
1.25 (s), 1.02 (s), 0.96 (s), 0.94 (s), 0.82 (s), 0.78 (s), 0.76 (s).

CG. T.Ret. 15.17 min
EMIE m/z (int. rel.) (Espectro 6): 424 [M'] (7), 409 (4), 313 (9), 245 (7), 218 (25)
205 (42), 189 (20), 149 (8), 121 (51), 109 (72), 95 (85), 67 (100).

5.10.3. Aislamiento e identificacion de B-sitosterol

De la fraccién F6 de consistencia cerosa precipité por adicion de una mezcla de
disolventes (hexano, acetato de etilo y acetona), un so6lido amorfo de color blanco
opaco que se identific6 como B-sitosterol de acuerdo al analisis de sus constantes

espectroscépicas (IR, RMN 'H y EM), las cuales se describen a continuacién:

RMN-H" (CDCls, 300 MHz) (Espectro 8): 0.68 (s, H-18), 0.81 (d,H-27), 0.83 (t, J=
6.7 Hz, H-26), 0.84 (d, J=7.4 Hz, H-29), 0.97 (d, J=6.4 Hz, H-21), 1.02 (s, H-19),
3.5 (m, H-3), 5.36 (t, H-6).

CG. T. Ret. 14.77 min

EMIE m/z (int. rel.) (Espectro 9): 414 [M+] (15), 396 (7), 381 (4), 354 (1), 329 (7),
303 (10), 274 (7), 255 (8), 231 (11), 213 (17), 200 (7), 174 (14), 154 (27), 145 (27),
118 (32), 105 (48), 91 (49), 74 (76), 67 (44), 58 (100), 57 (72).
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

Alnus acuminata fue seleccionada para ser estudiada de acuerdo a la importancia
de su uso en la medicina tradicional mexicana, ya que en algunas regiones del
sureste de la Republica Mexicana es altamente apreciada por su eficacia contra
inflamaciones y diversas infecciones. La forma tradicional de uso incluye
infusiones y emplastos de la corteza o de las hojas. Debido a que en estudios
previos se demostrd actividad antiinflamatoria de la corteza en ratas Wistar y
actividad antimicrobiana in vitro, en este trabajo se estudiaron las hojas con la
finalidad de evaluar su actividad antimicrobiana y comparar el contenido
metabdlico de ambas (corteza y hojas).

6.1. PREPARACION DE LOS EXTRACTOS ORGANICOS VEGETALES

Se realizd mediante la percolacién del material vegetal seco a temperatura
ambiente y fragmentado. Este método probd ser eficiente, y de esta manera se
obtuvieron en orden de menor a mayor polaridad, en primer lugar el extracto
hexanico, posteriormente el cloroférmico y finalmente el metandlico, cuyos

rendimientos se muestran en la Tabla 5.

Tabla 5. Rendimiento de los extractos derivados del material vegetal empleado.

Extracto Peso () Rendimiento
Hexanico 70.2 (3.5%)
Cloroférmico 68.4 (3.4%)
Metandlico 276.0 (13.8%)

En la Figura 6 se observan las caracteristicas fisicas de los extractos hexanico,

cloroférmico y metandlico.
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Figura 6. De izquierda a derecha: extracto hexanico, cloroférmico y metandlico.

El extracto hexanico presentdé consistencia viscosa y color verde oscuro, el
extracto cloroférmico es totalmente soélido y cristalino de color café y el extracto

metandlico fue muy viscoso de color café oscuro con un ligero olor a caramelo.

6.2 DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD TOXICA DE LOS EXTRACTOS EN
EL CRUSTACEO Artemia salina

Con el fin de conocer la toxicidad de los extractos se realizé la prueba con Artemia
salina, la cual constituye, de acuerdo a la literatura (Ghisalberti,1993) un
bioensayo general que permite detectar un amplio espectro de bioactividad
presente en extractos crudos y provee un panorama general que puede ser
utilizado para realizar bioensayos mas especificos una vez que los compuestos
activos sean aislados. Al parecer esta prueba es predictiva de actividades
citotoxica y pesticida. Se considera que un extracto es activo al presentar un valor
de CLsp menor a 1000 ppm.

En la Tabla 6 se muestran los resultados de este bioensayo y se puede observar

que la prueba es negativa para los tres extractos.
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Tabla 6. CLs, de los extractos hexanico, cloroférmico y metandlico

Extractos|Conc. Numero de CLso
[ng/mL] sobrevivientes |[ug/mL]

1000 (10/1010/10 10/10 | > 1000

Hexanico 100 [09/10 10/10 10/10 | > 1000
10 10/10 10/10 10/10 | > 1000

1000 (10/1010/10 10/10 | > 1000

CHCI; 100 [10/10 10/10 09/10 | > 1000
10 10/10 10/10 10/10 | > 1000

1000 (09/10 09/10 10/10 | > 1000

MeOH 100 [10/10 09/10 10/10 | > 1000
10 10/10 10/10 10/10 | > 1000

insolubles en el medio.

6.3. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA POR EL
METODO DE DIFUSION
La inocuidad de los extractos crudos se evalué en cajas petri con agar Mueller
Hinton para comprobar la ausencia de microorganismos que pudieran ocasionar
falsos positivos en las pruebas antimicrobianas. Como se observa en la Figura 7
no se detect6 crecimiento de microorganismos en los extractos. La coloracion que

se observa en las diferentes cajas se debe a la presencia de compuestos

Figura 7. De izquierda a derecha: extractos hexanico, cloroférmico y metandlico
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Una vez conocida la inocuidad de los extractos se realizaron las pruebas para

determinar actividad antibidtica contra microorganismos representativos

responsables de infecciones humanas importantes. El género Staphylococcus
causa frecuentemente infecciones en la piel por contener especies patdgenas.
En las Tablas 7, 8 y 9 se muestran los resultados del ensayo microbiolégico por la

técnica de difusién en agar.

Tabla 7. Halos de inhibicion en el extracto hexanico.

Microorganismo

Halos de inhibicion de acuerdo

a la concentracion

1000ug 500ug 250ug
S. aureus G(+) 9 mm 8.3 mm
E. coli G(-) | 3.0cm 3.6mm 3.3 mm
P. aeruginosa  G(-)
T. mentagrophytes 5.0 mm 3.0 mm
C. albicans

Tabla 8. Halos de inhibicion en el extracto cloroférmico.

Microorganismo

Halos de inhibicion de acuerdo

a la concentracion

1000ng 5009 250ug
S. aureus G(+) | 9.6 mm 8.3 mm 8.3 mm
E. coli G(-) | 3.6 mm 2.6 mm 6.0 mm

P. aeruginosa G(-)

T. mentagrophytes

C. albicans

35




Resultados y Discusién

Tabla 9. Halos de inhibicion en el extracto metandlico.

Halos de inhibicion de acuerdo a

Microorganismo la concentracién

1000ug 500u9 250u9
S. aureus G(+) 10 mm 9.3 mm
E. coli G(-) | 3.6 mm 3.6 mm 2.6 mm
P. aeruginosa G(-)
T. mentagrophytes 6.0 mm 3.6 mm 3.3 mm
C. albicans

En los tres extractos se aprecia una moderada respuesta inhibitoria de crecimiento
contra S. aureus 'y E. coli. El primero esta presente en infecciones comunes en la
garganta lo que podria correlacionarse con el uso terapéutico de Alnus para el
tratamiento de escréfulas: mientras que el uso de infusiones contra padecimientos
gastrointestinales se relacionaria con E. coli, bacteria Gram (-) causante de

infecciones intestinales.

Tanto el extracto hexanico como el metandlico presentaron actividad contra el
hongo dermatofito, mientras que el hongo levaduriforme y P. aeruginosa no fueron

sensibles a ninguno de los extractos.

Para conocer el potencial de los extractos activos como antimicrobianos, es
necesario utilizar antibiéticos de referencia (control); en este ensayo no se

emplearon porque sélo se queria conocer cualitativamente su actividad.

En la Figura 8 se muestran los halos de inhibicién obtenidos para Escherichia coli,
mientras que en la Figura 9 se muestran los obtenidos para Staphylococcus

aureus.
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Figura 8. Halos de inhibicion obtenidos para E. coli. De izquierda a derecha extracto hexanico, cloroférmico y
metanolico.

Figura 9. Halos de inhibicion obtenidos para S. aureus. De izquierda a derecha extracto hexanico,
cloroférmico y metandlico.

6.4. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA POR EL
METODO DE DILUCION

La técnica por dilucion fue util ya que se lograron conocer las CMI's de los
extractos ensayados. Ademas en este caso se contdé con una bateria mayor de
microorganismos que los empleados en la prueba de difusion, incluyendo dos
especies mas de enterobacterias y un dermatofito.

Los resultados muestran nuevamente una actividad de inhibicién de crecimiento
marginal sobre Staphylococcus aureus, mientras que los resultados para E. coli,
P. aeruginosa, T. mentagrophytes y Candida albicans no concordaron con lo
observado en las pruebas de difusién, lo cual se podria deber a la falta de

viabilidad de las cepas utilizadas en el ensayo por difusion en agar en capa fina.

En la Tabla 10 se presentan los resultados de las CMI’s para los extractos.
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Tabla 10. CMI (mg/mL) de los extractos con respecto a diferentes microorganismos

Extracto Sa Sf Ec St Pa Ca Tm Tr
Cloroformico| 1.5 3.0 6.0 3.0 3.0 3.0 1.5 1.5

Metandlico 1.5 3.0 3.0 3.0 3.0 3.0 1.5 1.5

Hexanico 30 | >6.0|>6.0| 6.0 60 | >6.0| 3.0 3.0
Gentamicina | 0.002 | 0.002 | 0.004 | 0.004 | 0.004 | NP NP NP
Miconazol NP NP NP NP NP NP | 0.004 | 0.004
Nistatina NP NP NP NP NP | 0.008 | NP NP

Rango de concentracién probado: 0.75- 6.0 mg/ml

Sa: Staphylococcus aureus, Sf: Streptococcus faecalis, Ec: Escherichia coli,
Pa: Pseudomonas aeruginosa, St: Salmonella tiphy, Ca: Candida albicans,
Tm: Trichophyton mentagrophytes, Tr: Trichophyton rubrum, NP: No probado

Nuestros resultados se pueden considerar de muy baja actividad, comparados con
los de los antibidticos de referencia, por o que sera necesario hacer las mismas

pruebas a los compuestos puros.

6.5. FRACCIONAMIENTO PRIMARIO

Tomando en consideracion que los extractos mas activos resultaron ser el
cloroférmico y el metandlico, el contenido metabdlico de éstos se analizd por ccf,
encontrandose al cloroférmico constituido por varias sustancias de posible interés.
Por otra parte la caracteristica fisica de éste extracto era la de un sdlido, de
aspecto cristalino y de coloracién oscura a diferencia del metandlico, el cual tenia
consistencia de extracto blando. Por lo anterior se decidié realizar el estudio
quimico del extracto cloroformico para lo cual se fraccion6 en una columna
cromatografica de gel de silice, resultando 658 fracciones que fueron agrupadas
de acuerdo a su contenido visualizado por ccf. Tanto las fracciones como el
sistema empleado para la elucién se muestran en la Tabla 11.
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Tabla 11. Fracciones obtenidas a partir del extracto cloroférmico

Eluyente Proporcion Fracciones

reunidas
Hexano 100% 1-50

Hex - AcOEt 95:5 51 -122
Hex - AcOEt 90:10 1283 - 217
Hex - AcOEt 85:15 218 — 269
Hex - AcOEt 80 :20 270 — 341
Hex - AcOEt 75:25 342 - 408
Hex - AcOEt 65:35 409 - 477
Hex - AcOEt 55: 45 478 - 510
Hex - AcOEt 40: 60 511 - 535
Hex - AcOEt 30:70 536 — 560
Hex - AcOEt 20 : 80 561 - 616
Hex - AcOEt 10:90 617 — 629
AcOEt 100% 630 — 648
Cloroformo 100% 649 — 655
Cloroformo - Acetona 50:50 656 — 658

Las fracciones 1 a 252 estaban compuestas por sustancias que en el analisis en el
espectro infrarrojo y de 'H-RMN indicaron ser ceras y acidos grasos. (Espectros
10y 11).

A partir de la fraccidbn 253 se obtuvieron mezclas de clorofilas, las cuales se
trataron de separar de compuestos diferentes que estuvieran presentes en la
mezcla, utilizando una columna abierta en fase reversa de gel de silice, sin
embargo, el contenido de clorofilas fue tan abundante que no permitié la
separacidén de otros compuestos. El porcentaje en peso de clorofilas por el peso
del extracto fue aproximadamente del 70%.

Las fracciones 1-223 se agruparon en seis fracciones secundarias (F1-F6), que
por su contenido de mezclas de acidos grasos y probables esteroles fueron
metiladas con diazometano con el fin de separar a los mismos. Tabla 12
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Tabla 12. Fracciones secundarias del extracto cloroférmico

Clave Fraccion
F1 67-109
F2 80-91 soluble en acetona fria
F3 80-91 soluble en acetona caliente
F4 110-130
F5 131-186
F6 187-223

Cada una de estas fracciones se analiz6 por CG/EM y sus contenidos son los
siguientes:

Tabla 13. Compuestos encontrados en el extracto cloroformico de las hojas de la planta
Alnus acuminata sbsp. arguta

Nombre Estructura Espectro|F1|F2 | F3|F4
14—taraxeren—3—ona 3 X
lup—20(29)—en—3—ona 6 X
-
B-sitosterol 9
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Nombre Estructura Espectro|F1|F2 | F3|F4

/

5,7-estigmastadien-3-ona 12 X

O
Ester metilico del &cido W COOCH;Z
hexadecanoico 13 X

Ester metilico del acido WCOOCHS
octadecanoico 14

Ester metilico del acido WCOOC%
eicosanoico 15

15
Ester metilico del W COOCH;
acido docoeicosanoico 16

17
Ester metilico del W COOCH;z
acido hexaeicosanoico 17 X

21
Ester metilico del W COOCH,
acido octaeicosanoico 23 18 X

Acido hexadecanoico 19 X

Acido octadecanoico 20

6,10,14—trimetil—2— M

pentadecanona C 21 X [ X |X

. /
Hexaeicoseno A 22
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Como se puede observar en la Tabla 13 los productos mas abundantes y
caracteristicos fueron acidos grasos y so6lo dos terpenoides y dos esteroles. Las
mezclas de acidos grasos de alto peso molecular y algunas clorofilas sobrantes en
las fracciones impidieron el aislamiento de una cantidad mayor de metabolitos de
interés (terpenoides), aunque de acuerdo a la bibliografia (Benkendorff et al.,
2005, Zheng et al., 2005), existen &cidos grasos capaces de funcionar como

agentes antimicrobianos.

En nuestro trabajo los métodos de separacion y aislamiento de metabolitos
secundarios no fueron lo suficientemente eficaces para la obtencién cuantitativa

de estos compuestos y su posterior evaluacion como agentes antibiéticos.

Un compuesto de naturaleza terpenoide encontrado en la mayoria de las
fracciones analizadas fue la 6,10,14-trimetil-2-pentadecanona (Tabla 13), cuya
presencia ha sido reportada en otras especies de plantas, por ejemplo en la
Esenbeckia yaxhoob, Terminalia catappa y Trifolium pratense L. entre otras.
(Rojas, 1996; Jeng-Leun et al., 2003; Figueiredo et al., 2007)
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6.6. AISLAMIENTO E IDENTIFICACION DE COMPUESTOS

La fraccidon F1 fue sometida a separacion mediante cromatografia en placa fina
preparativa, obteniéndose en un 5% un compuesto cristalino de coloracién blanca
que por sus caracteristicas espectroscopicas y espectrométricas se identificd
como el triterpenoide 14-taraxeren—3—ona (Espectros 1, 2 y 3). Cabe mencionar
que este compuesto ya habia sido aislado con anterioridad de la corteza de la
planta (Garcia, 2006; lllescas, 2008).

De la fraccion F3 se aisldé por medio de cromatografia en capa fina preparativa el
triterpenoide 3-oxo-lup-20(29)-eno (3.23% de la fraccidn), el cual también se habia
aislado con anterioridad de la de corteza de A. acuminata. Sus caracteristicas
espectroscopicas se muestran en los Espectros 4, 5 y 6. De la fraccion F6 por
precipitacion se separd el esterol B-sitosterol (en un 42.6% de la fraccién) y sus
caracteristicas espectroscopicas se muestran en los Espectros 7, 8, 9.

La estructura de los dos terpenoides y del esterol fue confirmada por comparacion
de sus espectros (IR, 'TH-RMN y EM) con los reportados para estos compuestos.
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7. CONCLUSIONES

De las hojas de la planta medicinal Alnus acuminata sbsp. arguta
(Schlecht.) Furlow se obtuvieron los extractos hexanico (3.5%), metandlico
(13.8%) y cloroférmico (3.4%), los cuales presentaron actividad inhibitoria
de crecimiento microbiano contra microorganismos representativos Gram

(+) y Gram (-) y contra dos cepas de hongos dermatofitos.

Ninguno de los extractos ensayados presentaron toxicidad contra el
crustaceo Artemia salina Leach.

Del extracto cloroférmico por medio de un fraccionamiento primario se

separ6 una mezcla de 4cidos grasos y otras sustancias lipidicas.

Por medio de la reaccion de metilacion de las fracciones primarias se
identificaron los acidos: hexadecanoico, octadecanoico, eicosanoico,
docoeicosanoico, hexaeicosanoico y octaeicosanoico en forma de sus

ésteres metilicos.

El analisis quimico de las hojas de A. acuminata resultdé también en el
aislamiento e identificacion estructural de los triterpenoides: 14—taraxeren-
3—ona y lup—20(29)—en—3—ona y del esterol B-sitosterol, cuya identificacién
estructural se realiz6 a través del analisis de sus caracteristicas

espectroscopicas y espectrométricas.
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Peak'Trué - sarnple "OT705" AAR-67-109:1", peak 6, at' 763.24's (Spec # 663
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Espectro 3. Espectro de magas de la 14-taraxersn-3-ona (F1).
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Peak True - sample "QT727_AAR-80-91A:1", peak 12, at 910.141 s (
Spec # 8100)
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Espectro B. Espectro de masas de |a lup-20(29)-en-3-ona (F3).
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Peak True - sarnple "OT731_AAR-187-223:1", peak 17, at 886.44 s (
Spec # 7863)
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Espectro 9. Espectro de masas del B-sitosterol, (F8)
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Peak True - sample "OT703_AAR-110-130:1", peak 7, at 791.256 s (Spec # &
911)
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Espectro 12. Espectro de masas de la 9,7-estigmastadien-3-ona, (F4)
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Peak True - sample "OT704_AAR-131-223:1", peak 4, at 436.056 s (
Spec # 3359)
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Espectro 13. Espectro de masas del éster metilico del acido hexadecanoico. (F1, F5, F6)
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Espectro 14. Espectro de masas del éster metilico del acido octadecanolco. (F5)




Peak True - sample "OT704_AAR-131-223:1", peak 8, at 543,056 s (
Spec # 4429)
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Espectro 15. Espectro de masas del éster metilico del &cido eicosangico. (F5)

soxelny



Peak True - sample "OT704_AAR-131-223:1", peak 10, at 592.056 s
(Spec # 4919)
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Espectro 16. Espectro de masas del éster metilico del acido docoelcosanoico. (F5)




Peak True - sample "OT704_AAR-131-223:1", peak 14, at 679.156 s
(Spec # 5790)
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Espectro 17. Espectro de masas del ester meﬂllco del 4cido hexasicosanolco. (F2, F5)
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Peak True - sample "OT703_AAR-110-130:1", peak 6, &t 716,056 s (Spec # 6
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Espectro 18. Espectro de masas del ester metilico del acido octaelcosanoico. (F4)
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Espectro 19. Espectro de masas del 4cldo hexadecanolico. (F1, F6)
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Peak True - sample "OT731_AAR-187-223:1", peak &, at 567.24 s (S
pec # 4671)
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Espectro 20. Espectro de masas del dcido octadecanolco. (F6)
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Peak True - sample "OT704_AAR-131-223:1", peak 2, at 410.156

Spec # 3100)
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Espectro 21. Espectro de masas del 6,10,14- trimetil-2—pentadecanona. (F1, F2, F3, F5)
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Peak True - sample "OT704_AAR-131-223:1", peak 13, at 673.756 s
(Spec # 5736)
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Espectro 22. Espectro de masas del hexaselcoseno (F5)




	Portada
	Índice
	1. Antecedentes
	2. Objetivos
	3. Hipótesis
	4. Justificación
	5. Desarrollo Experimental
	6. Resultados y Discusión 
	7. Conclusiones
	8. Bibliografía
	Anexos

