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INTRODUCCION

1. INTRODUCCION

En diversos paises del mundo, el uso de plantas medicinales para el alivio de

diversos malestares de salud es una practica comun.

Las razones mas comunes para el empleo de la medicina tradicional son las
siguientes: es mas asequible y alivia las preocupaciones acerca de los efectos
adversos de los medicamentos sintéticos. Sin embargo, el uso de remedios
tradicionales aumenta cuando la medicina convencional no es eficaz en el
tratamiento de una enfermedad en particular, como es el caso del cancer o de
enfermedades crénicas. Por otra parte, la medicina tradicional es percibida como
natural y segura, es decir, inocua y por lo tanto, carente de toxicidad. Esto no es
necesariamente cierto, especialmente cuando no existen antecedentes de
estudios cientificos que avalen su seguridad y que se conozca la interaccién que
eéstas puedan tener con medicamentos alopaticos, cuando son consumidos en
forma conjunta. Las hierbas pueden ser procesadas y comercializadas de
diferentes maneras y formas, que incluyen a la droga cruda, infusiones, jarabes,
aceites esenciales, pomadas, ungtientos, frotaciones con los preparados, capsulas
y tabletas (Engebretson 2002).

Segun la OMS la medicina tradicional es todo el conjunto de conocimientos,
aptitudes y practicas basados en teorias, creencias y experiencias indigenas de
las diferentes culturas, sean o no explicables, usados para el mantenimiento de la
salud, asi como para la prevencion, el diagndstico, la mejora o el tratamiento de
enfermedades fisicas o mentales que incluyen hierbas, material de herbario,
preparaciones herbarias y productos herbarios acabados que contienen como
principios activos partes de plantas u otros materiales vegetales, o combinaciones
de esos ingredientes (OMS, 2013).

En México segun datos de la Secretaria de Salud, aproximadamente el 90% de
la poblacién utiliza plantas medicinales y el 45% especificamente utiliza “hierbas”.

De ese 90% una parte de la poblacién cuenta unicamente con los beneficios que
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les aporta la medicina tradicional y la otra la utiliza como un complemento al
tratamiento alopatico. México cuenta con el segundo lugar a nivel mundial en el
numero de plantas registradas con mas de 4500, solo detras de China (Mufietén
Pérez, 2009).

De acuerdo con lo anterior se resalta que es de suma importancia una mayor
investigaciéon dentro de la medicina tradicional mexicana, para que a través de
estudios cientificos se dé un respaldo a la poblacion para el uso seguro de los

productos naturales medicinales.
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2. ANTECEDENTES

2.1 Familia Malvaceae

La familia Malvaceae es una familia de plantas perteneciente al orden de las
malvales. Reune plantas herbaceas, lefiosas o arbustos (mas frecuentes en
paises calidos). Se estima que posee 244 géneros y 4225 especies (Christenhusz
& Byng, 2016).

50 de los géneros de esta familia estan registrados en México con 356
especies, de las cuales 180 (50.6%) son endémicas; esto la coloca en la posicidon
numero 11 de las familias con mayor porcentaje de endemismos en México y la

posicion 14 en cuanto a numero de especies (Tabla 1) (Villasefior, 2003).

Tabla 1. Familias de Angioespermas mayormente presentes en México
(modificado de Villasefor, 2003).

Familia Géneros Especies Porcentaje Labiatae 30 530 67.5
de Solanaceae 33 430 46.7
endemismo Acanthaceae 47 384 58.8

Compositae 361 3021 65.9 Malvaceae 50 356 50.6

Fabaceae 93 1274 59.5 Bromeliaceae 20 333 67.6

Orchidaceae 155 1145 63.1

Cactaceae 74 946 82.6

Rubiaceae 93 593 48.7

2.2 Género Sphaeralcea

El género Sphaeralcea incluye alrededor de cuarenta especies y tiene

distribucién disyunta.



https://es.wikipedia.org/wiki/Familia_(biolog%C3%ADa)
https://es.wikipedia.org/wiki/Plantae
https://es.wikipedia.org/wiki/Orden_(biolog%C3%ADa)
https://es.wikipedia.org/wiki/Malvales
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2.2.1 Caracteristicas del género

Hierbas o arbustos, generalmente perennes, estrellado pubescentes,
frecuentemente con numerosos tallos. Hojas pecioladas, las laminas lanceoladas,
ovadas, u orbiculares a veces hastadas o palmadamente partidas. Inflorescencia
racemosa, paniculada o tirsoide, los pedicelos generalmente mas cortos que el
caliz; caliculo de tres bracteolas lineares; caliz 5-lobulado, generalmente
pubescente; corola amarilla, anaranjada, rosa o purpura, cerca de dos veces lo
largo del caliz; androceo incluido, amarillo palido o purpura, frecuentemente
pubescente; estigmas capitados. Frutos esquizocarpicos, oblados o truncado-
conicos, los carpidios generalmente 10-16, apiculados o redondeados
apicalmente, generalmente diferenciados en dos partes, la parte inferior reticulada
e indehiscente, la parte superior lisa y dehiscente; semillas 1-3 por carpelo, mas o

menos pubescentes, los pelos muy cortos (Fryxell, 1992).

2.2.2. Distribucion

La mayoria de especies del género Sphaeralcea se distribuye en el norte de
México y en los estados occidentales de los Estados Unidos hasta latitudes de 50
grados. Cerca de veinte especies ocurren en el norte de México y dos estan
registradas en el sur de Veracruz (Fryxell, 1992). De manera disyunta también se
presenta en regiones templadas de Sudamérica como en Argentina y paises
adyacentes. Es un género principalmente localizado en zonas templadas
(Peterson, 2008).

A continuacién se enlistan las especies mas representativas del género

Sphaeralcea:
S. ambigua S. coccinea S. grossulariifolia
S. bonariensis S. munroana
S. angustifolia S. hastulata S. spp
f 1
1 10 )
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2.2.3. Composicién quimica

A la fecha existen reportes sobre metabolitos aislados de S. angustifolia
como son escopoletina (1), B-sitosterol (2), estigmasterol (3), a y B amirinas (4),
acido trans-cinamico (5), (Garcia-Rodriguez et al. 2012), el monoterpeno lolidlida
(6), sacarosa (7) (Osti-Castillo et al. 2010), acido esferalcico (8) y tomentina (9)
(Fig.1) (Pérez-Hernandez et al., 2014).

o O OH

1 Escopoletina

CH,0H
0O o CHg%H
OH
h OH OH O " CH,OH
OH OH
5 Acido transcinamico 6 Monoterpeno lolidlida 7 Sacarosa

Figura 1. Estructuras de metabolitos secundarios aislados de S. angustifolia.
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OH
OH OH O
o™ o h
HsCO )
8 Acido esferalcico. 9 Tomentina.

Figura 1. Estructuras de metabolitos secundarios aislados de S. angustifolia

(continuacion).

2.2.4. Actividades farmacolégicas del género Sphaeralcea

2.2.4.1 Actividad antiinflamatoria y desinfectante

El extracto de diclorometano de las partes aéreas de la planta inhibe las
moléculas proinflamatorias como la interleucina (IL)-1, el factor de necrosis
tumoral (TNF) e IL-6 con una expresion maxima en la fase tardia (Garcia-
Rodriguez et al., 2012), también se ha demostrado que en ratas con inflamacién
cronica inducida por medio de adyuvante completo de Freund (CFA), el extracto
(100 mg/kg por dia durante 8 dias) produce una inhibicion sostenida y significativa
del edema (62.6%). La aplicacion topica del extracto de diclorometano produjo la
reduccion del edema de la oreja (50.6%) y un efecto protector contra la irritacion
de la oreja del raton inducida por 13-acetato de 12-O-tetradecanoil forbol (TPA)
(Garcia-Rodriguez et al. 2012). Por otra parte, propiedades antiinflamatorias han
sido demostradas en diferentes modelos farmacologicos (Romero-Cerecero,
2013). S. angustifolia ha sido empleada para la desinfeccion de heridas (Macias et
al., 2009).

12
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2.3. Sphaeralcea angustifolia.

2.3.1 Nombres comunes

e Hierba del negro (Martinez, 1979) (Calderén & Rzedowski, 2001).
e Vara de San José (Fryxell, 1992).

e Hierba del golpe (CONABIO, 2017).

e Cardon (CONABIO, 2017).

e Malvon (CONABIO, 2017).

¢ En nahuatl se le conoce como lixihuitl” (Martinez, 1979).
Nombres comunes en inglés:

e Copper globemallow. (CONABIO, 2017)
¢ Narrowleaf Desertmallow. (CONABIO, 2017)

2.3.2. Clasificacion taxonémica. (CONABIO, 2017)

Reino: Plantae.

Subreino: Traqueobionta (plantas vasculares).
Superdivision: Spermatophyta (plantas con semillas).
Division: Magnoliophyta (plantas con flor).

Clase: Magnoliopsida (dicotiledoneas).

Subclase: Dillenidae.

Orden: Malvales.

Familia: Malvaceae.

Género: Sphaeralcea.

13
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Especie: Sphaeralcea angustifolia.

2.3.3. Sinonimia

De acuerdo a Fryxell (1992) las siguientes son especies sindnimas de S.
angustifolia:
e Malva angustifolia Cav.

e Malva longifolia Sessé & Mocifio.

2.3.4. Distribucion geografica

2.3.4.1. Area de origen

Estados Unidos (centro-sur) y México (Calderén & Rzedowski, 2001).

2.3.4.2. Distribucion en México

La especie se propaga de manera silvestre en zonas de clima templado,
semiseco y seco, entre los 1800 y 3900 m; asociada a matorral xerdfilo, pastizal,

bosques de pino encino, terrenos agricolas (UNAM, 2017).

Se ha registrado en Aguascalientes, Chihuahua, Coahuila, Distrito Federal,
Durango, Guanajuato, Hidalgo, Jalisco, Estado de México, Michoacan, Nuevo
Ledn, Puebla, Querétaro, San Luis Potosi, Sonora, Tamaulipas, Tlaxcala,

Veracruz, Zacatecas (Luis & Espinoza, 1998).

2.3.4.3. Estatus migratorio en México

e Nativa (CONABIO, 2017).

14
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2.3.4.4 Floracion.

e Todo el afio (Fryxell, 1992).

2.3.5. Descripcion

Sphaeralcea angustifolia (Fig. 2). Son Hierbas erectas o subarbustos de
0.5-1.5 m de altura, los tallos diminutamente pubescentes. Hojas cortamente
pecioladas, las laminas 4-11 cm de longitud, 4-6 veces lo largo de lo ancho,
estrechamente lanceoladas, crenadas, mas o menos agudas, ligeramente
discoloras. Inflorescencias estrechas paniculas racemiformes, las flores en
glomérulos axilares, las hojas reducidas hacia arriba, los pedicelos mas cortos que
el caliz; caliculo de 3 bracteas, filiformes, mas cortas que el caliz; caliz 7-8 mm de
longitud, estrellado-pubescente; pétalos 8-16 mm de longitud, azul-rosados o
purpura; androceo incluido, generalmente purpura, la columna pubescente; estilos
10-16. Frutos generalmente cubiertos por el caliz, estrellado-pubescentes, 4.5-6
mm de diametro, subglobosos o truncado-cénicos, los carpidios 10-16,
generalmente connados en la madurez, parcialmente dehiscentes, apicalmente
redondeados; semillas 1-3 por carpidio, generalmente glabras de 2 mm de longitud
(Fryxell, 1992).
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En la medicina tradicional mexicana Sphaeralcea angustifolia es una planta
de gran uso debido a que se le atribuyen diversas propiedades terapéuticas. En
Durango esta especie se utiliza en golpes, para lo cual se aplica machacada y con
unas gotitas de aceite se frota la parte afectada. En Aguascalientes, se frien las
ramas con cebo o aceite para aplicarlas sobre el golpe y luego cubrirlas con un
lienzo. De igual forma se aprovecha esta preparacion en quebraduras y torceduras
(UNAM, 2017).

Asimismo, se recomienda el cocimiento de las ramas para dar bafios cuando
hay dolor de estbmago, para lavar heridas, contra la caida del cabello (en
Guanajuato) o solo para lavarlo. Ademas, se aconseja beberlo para la
hipertension, como antitusigeno, cuando hay pujo en los nifios y para la vejiga. En
caso de diarrea crénica, el cocimiento de la planta se prepara junto con manzanilla
(Matricaria recutita), salvia (Buddleja scordioides) y yerbabuena. También se

sugiere el uso de la raiz contra la disenteria (UNAM, 2017).

16
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3. JUSTIFICACION

Las plantas producen una gran cantidad de sustancias, producto de su
metabolismo secundario, algunas de ellas son responsables del color y aromas de
flores y frutos y gran cantidad de ellas han sido empleadas como materias primas

para la preparacion de medicamentos en la industria farmacéutica.

La Fitoquimica estudia los metabolitos secundarios extraidos de las plantas.
Esta rama de la quimica aporta los conocimientos necesarios para el aislamiento e
identificacion de los compuestos quimicos presentes en las mismas, entre los
cuales se destacan aquellos con importante actividad biolégica. Muchos de estos
principios activos constituyen nuevas fuentes de materia prima para el desarrollo
de medicamentos o para terapias alternativas en la medicina actual con mayor

eficacia y/o potencia terapéutica.

Un punto importante en el conocimiento de las moléculas provenientes de
plantas con actividad biologica, es la determinacion de su estructura y de su
comportamiento quimico, para establecer parametros utilizables, entre otros, para

un control de calidad de la planta.

Por lo descrito anteriormente, se presenta en esta tesis el estudio fitoquimico
de la planta Sphaeralcea angustifolia, como parte de un proyecto que permita
contribuir a su conocimiento metabdlico y a su potencial farmacéutico para

eventualmente integrar estos resultados dentro de una monografia de la planta.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo principal:

Aislar e identificar a los componentes quimicos mayoritarios contenidos en los
extractos de las partes aéreas de Sphaeralcea angustifolia (Cav.) G. Don

(Malvaceae) y ponderar su potencial antimicrobiano.

4.2 Objetivos particulares:

e Obtencion de los extractos de hexano, diclorometano y metanol de las

partes aéreas de S. angustifolia.

e Pruebas de actividad antimicrobiana a los extractos obtenidos contra

bacterias Gram positivas y Gram negativas representantes.

e Aislamiento y purificacion de los compuestos quimicos mayoritarios
contenidos en los extractos, por medio de un fraccionamiento

cromatografico de los mismos.

¢ |dentificacion por métodos espectroscopicos y espectrométricos de los

compuestos aislados.

18
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5. PARTE EXPERIMENTAL

5.1 Material y equipo utilizado

5.1.1 Cromatografia en capa delgada (CCD)

Se emplearon cromatofolios de gel de silice MACHEREY-NAGEL
Fertigfolien ALUGRAM SIL G/UVjys4, una camara con lampara de luz UV
Spectroline modelo ENF240c, a dos longitudes de onda, 254 y 365 nm. Se
utilizaron sistemas de elucion cromatografica variables y como revelador quimico
una solucién de sulfato cérico amoniacal [(NH4)s Ce(SO4)s '2H20] al 1% en HSO4

2N seguido de calentamiento en parrilla eléctrica.

5.1.2 Cromatografia en columna abierta (CCA)

La cromatografia en columna abierta se efectud utilizando columnas de
vidrio, como adsorbente gel de silice 60 marca Merck (malla 0.063-0.200mm) y

diversas fases moviles.

5.2 Recoleccion e identificacion del material vegetal.

El material vegetal utilizado fue recolectado en la Reserva Ecologica de
Ciudad Universitaria en octubre del 2012 por la M. en C. Beatriz King Diaz quien
amablemente nos lo don6é para este estudio. La identificacion botanica fue
determinada en el Herbario Nacional del Instituto de Biologia de la UNAM (MEXU),
por la Dra. Martha Juana Martinez Gordillo y un ejemplar de muestra se encuentra

depositado en el laboratorio 111 del Conjunto E de la Facultad de Quimica.
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5.3 Determinacion del efecto sobre el crecimiento microbiano de los

extractos de S. angustifolia.

5.3.1 Microorganismos utilizados (Tabla 2)

Tabla 2. Microorganismos utilizados para la determinacion de la actividad

antimicrobiana.

Microorganismo Descripcion
Staphylococcus aureus Bacteria Gram ( +)
Staphylococcus aureus Bacteria Gram ( +)

Meticilina resistente

Enterococcus faecalis Bacteria Gram ( +)
Escherichia coli Bacteria Gram ( - )
Klebsiella pneumoniae Bacteria Gram ( - )

5.3.2 Preparacioén de las muestras

Los extractos (10 mg) fueron disueltos en 1 mL de DMSO. A partir de esta
disolucién, se prepararon diluciones para obtener concentraciones finales en un
rango de 1.0 a 4.0 mg/mL.

5.3.3 Preparacion del inéculo

Para activar las cepas, las bacterias se desarrollaron en caldo nutritivo y se

incubaron durante 48 horas a 37°C.
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El inéculo de cada muestra de bacterias fue preparado a partir de cultivos
que contenian 10° unidades formadoras de colonias (UFC)mL. Las
concentraciones de los indculos fueron establecidas por comparacion contra

estandares turbidimeétricos establecidos (escala de McFarland).

5.3.4 Bioensayo

Las muestras preparadas a diferentes diluciones se mezclaron con el medio
de cultivo apropiado, en el cual se inoculé previamente el microorganismo de
prueba; después de la incubacion se examind por comparacion visual
turbidimétrica la cantidad de crecimiento del microorganismo en cada tubo de
ensayo, comparando en cada caso la turbidez existente con la de los patrones de
turbidez de McFarland. Este procedimiento se efectué por duplicado. La menor
concentracion de la muestra requerida para la inhibicion de crecimiento visible

sera considerada como la concentracion minima inhibitoria (CMI).

Como controles positivos se utilizaron gentamicina para las bacterias Gram

(+) y Gram (-). Adicionalmente, se prepar6 un control de crecimiento negativo.

5.4 Extraccioén

500 gramos de partes aéreas de S. angustifolia previamente sometidas al
proceso de desecacion (a temperatura ambiente y a la sombra) y molienda (molino
de cuchillas), se extrajeron por maceracion de manera sucesiva Yy
exhaustivamente con hexano, CH,Cl, y MeOH, por periodos de 24 h, a
temperatura ambiente. El producto de extraccidon en cada caso se llevd a
sequedad a presion reducida mediante el uso de un rota evaporador obteniéndose

19.3, 13.5 y 38.0 g respectivamente de cada extracto.
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5.5 Fraccionamiento cromatografico del extracto de diclorometano

13.5 gramos del extracto de diclorometano fueron adsorbidos en 50 gramos
de gel de silice y aplicados en una columna cromatografica abierta de vidrio, la
cual fue empacada con 150 gramos de gel de silice suspendidos en
diclorometano. Se aplico el extracto adsorbido y se eluy6é con mezclas de hexano-
acetato de etilo y cloroformo-metanol de polaridad creciente en proporciones de

menor a mayor polaridad (recolectando fracciones de 100 mL cada una).

Las fracciones obtenidas (291 fracciones) se monitorearon por medio de
cromatografia en capa fina y se reunieron aquellas con contenido quimico con Rf

similar como se resume en la Tabla 3.

Tabla 3. Fraccionamiento cromatografico del extracto de diclorometano.

Fracciones Sistemas de Proporcion Clave 90-99 Hexano:AcOEt 60:40 FD-12
elucion %
100-119 Hexano:AcOEt 50:50 FD-13
1-5 Hexano 100 FD-1
120-139 Hexano:AcOEt 40:60 FD-14
6-11 Hexano 100 FD-2*
30:70
12 Hexano 100 FD-3 140-161 AcOEt 100 FD-15
13-14 Hexano 100 FD-4 162-170 ACOEt 100 FD-16*
20-24 Hexano:AcOEt 90:10 FD-5 171-190 CHC|3 100 FD-17
25-39 Hexano:AcOEt 90:10 FD-6 191-210 CHCls 100 FD-18*
40-4 : : =
0-49 Hexano:AcOEt 80:20 FD-7 211240 CHCly:MeOH 90.10 FD-19
50-59 Hexano:AcOEt 80:20 FD-8 80:20 FD-20
70:30
60-69 Hexano:AcOEt 80:20 FD-9
241270 CHCIl3:MeOH
60:40
70-7 : : -
0-79 Hexano:AcOEt 80:20 FD-10 271-291 Metanol 100 FD-21
80-89 Hexano:AcOEt 70:30 FD-11
*FD-2, FD-16 y FD-18 presentaron un
precipitado.
( 5> )
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5.5.1. Aislamiento del glucésido de B-sitosterol

De Ila fraccion FD-16 del extracto de diclorometano cristalizd
espontaneamente un compuesto blanco con uniformidad cromatografica en
cromatografia en capa fina. Su identificacion estructural se llevd a cabo por
analisis espectroscopico de RMN-'H (Fig. 10) y por comparacion con los datos de

la literatura (Collantes Diaz et al., 2011).

5.5.2. Método general de acetilacion

100 mg del compuesto o fraccion se acetilaron con 1 mL de anhidrido
aceético y 0.3 mL de piridina, con agitacion magnética y a temperatura ambiente
durante 24 h. Al cabo de este tiempo se afadieron 5.0 g de agua/hielo y se aciduld
con HCI al 10%. Se extrajo con 3 porciones de 15 mL cada una de acetato de
etilo. La fase organica se extrajo con 3 porciones de 5 mL de solucién saturada de
NaHCO; y finalmente el extracto organico se secé con Na,SO, anhidro y por
evaporacion del disolvente se obtuvieron los compuestos acetilados (Shriner,
2012).

5.5.3 Acetilacién del D-glucésido de B-sitosterol

20 mg de [B-sitosterol se sometieron al proceso de acetilacion segun el
meétodo del inciso 5.5.2, resultando en 25 mg de producto crudo de color blanco.

Su confirmacién estructural se llevé a cabo por RMN-'H (Fig. 11).
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5.6 Fraccionamiento cromatografico del extracto de hexano

19.3 gramos del extracto de hexano fueron adsorbidos en 50 gramos de gel
de silice y aplicados en una columna cromatografica abierta de vidrio, la cual fue
empacada con 150 gramos de gel de silice suspendidos en hexano. Se aplico el
extracto adsorbido y se eluyd con mezclas de hexano-acetato de etilo vy
cloroformo-metanol de polaridad creciente en proporciones de menor a mayor

polaridad (recolectando fracciones de 100 mL cada una).

Las fracciones obtenidas (109 fracciones) se monitorearon por medio de
cromatografia en capa fina y se juntaron aquellas con contenido quimico con Rf

similar como se resume en la Tabla 4.

Tabla 4. Fraccionamiento cromatografico del extracto de hexano.

28-36 Hexano:AcOEt 50:50 FH-7

37-45 Hexano:AcOEt 40:60 FH-8

1-5 Hexano 100 FH-1
46-53 Hexano:AcOEt 30:70 FH-9

6-11 Hexano 100 FH-2
54-81 Hexano:AcOEt 20:80 FH-10

12-16 Hexano:AcOEt 90:10 FH-3

82-89 CHCI3 100 FH-11
17-21 Hexano:AcOEt 80:20 FH-4

90-92 : : -
2224  HexanoAcOEt  70:30  FH-5 CHClzMeOH — 90:10  FH-12

25-27 Hexano:AcOEt 60:40 FH-6* 93-101 CHCIs:MeOH 80:20 FH-13
70:30

*FH-6 present6 un precipitado.
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5.6.1 Obtencidén de estigmasterol.

De la fracciéon FH-6 se obtuvo un soélido blanco que presenté uniformidad
cromatografica en cromatografia en capa fina. Su identificacion estructural se llevo
a cabo por analisis espectroscopico de RMN-"H (Fig. 13) y correspondio al

estigmasterol.

5.7 Fraccionamiento cromatografico del extracto de metanol.

38.0 gramos del extracto de diclorometano fueron adsorbidos en 50 gramos
de gel de silice y aplicados en una columna cromatografica abierta de vidrio, la
cual fue empacada con 200 gramos de gel de silice suspendidos en metanol. Se
aplicé el extracto adsorbido y se eluydé con mezclas de diclorometano-metanol de
polaridad creciente en proporciones de menor a mayor polaridad (recolectando

fracciones de 100 mL cada una).

Las fracciones obtenidas (113 fracciones) se monitorearon por medio de
cromatografia en capa fina y se reunieron aquellas con contenido quimico con Rf

similar como se resume en la Tabla 5.

Tabla 5. Fraccionamiento cromatografico del extracto de metanol.

Fracciones Sistemas de  Proporcion  Clave 41-50 CH,Cl,:MeOH 60:40 FM-7
%
elucion

51-69 CH.Cl;:MeOH 50:50 FM-8

1-2 CH.Cl, 100 FM-1
70-77 CH.Cl;:MeOH 40:60 FM-9

3-4 CH.Cl, 100 FM-2
5.8 CH,Cl, 100 FM-3 78-87 CH,Cl>:MeOH 30:70 FM-10
9-19 CH,Cl,:MeOH 90:10 FM-4 88-96 CH,Cl>:MeOH 20:80 FM-11
20-24 CH:ClzMeOH 80:20 FM-5 97-101 CH,Cl:MeOH 10:90 FM-12

25-40 CH,Cl,:MeOH 70:30 FM-6
102-113 MeOH 100 FM-13

( 55 )
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Aislamiento de hidrocarburos del extracto de diclorometano

De la fraccion FD-2 se obtuvo un precipitado de color blanco que fue
identificado como una mezcla de hidrocarburos de acuerdo a las siguientes
consideraciones: en el espectro en el IR (Fig. 3) se observaron sefales en 2955 a
2847, 1462, 1472 cm’, tipicas para grupos metilo y metilenos alifaticos; las
sefiales en 729y 719 cm™ corroboraron una cadena hidrocarbonada lineal de mas
de cuatro atomos de carbono. En el espectro de RMN-'H (Fig. 4), solamente se
observaron sefiales para metilos, metilenos y metinos. El analisis por CG/EM
mostro tres componentes mayoritarios (Fig. 5). El pico de t. r. 10.47 min con un
resultado m/z 429 [M+H]" (Fig. 6) y subsecuentes pérdidas de 14 unidades de
masa en su mayoria y un patron de fragmentacion parecido al de una semicurva
de Gauss, sugiere la presencia de un hidrocarburo mayormente lineal de 32
atomos de carbono con tres dobles ligaduras (derivado del dotriacontano). Otro
pico observado tuvo un tiempo de retencion de 11.25 min con el mismo resultado
de masa molecular (m/z 429 [M+H]") (Fig. 7), aunque diferente fragmentacion, lo
que sugiere la presencia de un isomero del compuesto antes mencionado. El
ultimo pico detectado tuvo un tiempo de retencién de 12.30 con una masa de 503
(Fig.8). El patrén de fragmentacion en este caso fue también muy similar al de los
dos anteriores por lo que se debe tratar de un homodlogo superior de esos

hidrocarburos observados.

6.2 Aislamiento y purificaciéon de B-sitosterol

De la fraccion FD-16 del extracto de diclorometano se aislé un soélido
cristalino de color blanco que de acuerdo a sus caracteristicas espectroscopicas
de IR y '"H-RMN resultd ser el glucdsido de B-sitosterol. Sus caracteristicas
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espectroscopicas mas relevantes son las siguientes: en el espectro en el IR (Fig.9)
se observaron sefiales en 3382 cm™ (caracteristica de grupos hidroxilo), de 2958 a
2932 cm™ se observan numerosas sefiales para grupos alifaticos: metilos,
metilenos y metinos; en 1643 cm™ una pequefia banda para la ligadura C-C de
carbonos sp? y en 1052 y 1039, bandas intensas para grupos C-O. Por otra parte,
en el espectro de 'H-RMN (Fig.10) se observo el patrén del espectro de un esterol
con senales para metilos angulares entre 0.7 y 1.9 ppm, seiales multiples
descendientes en intensidad entre 1.0 y 2.4 ppm asignadas a numerosos
metilenos y metinos. Las sefiales de un hidrégeno en carbono base de oxigeno en
3.53 ppm se asignaron al hidrégeno H-3 del B-sitosterol; la sefal en y 5.32 ppm se
asigno al hidrégeno vinilico en C-6 del esterol. Este compuesto se encuentra en
forma glicosilada, ya que también aparecen en este espectro sefiales entre 2.8 y
3.4 de los hidrégenos en carbonos base de oxigeno del azucar y un doblete

caracteristico del hidrégeno anomeérico en 4.2.

6.3 Obtencion del 2,3,4,6-tetra-O-acetil-D-glucésido de B-sitosterilo

El producto de reaccion de acetilacion del compuesto que precipitd de la
fraccion FD-16, se presentdé como un sélido blanco cuyo espectro de RMN-"H (Fig.
11) fue similar al del B-sitosterol: en la zona de 0.6 a 0.9 ppm se observaron las
senales de los metilos angulares y del resto de metilos de la cadena isoprenilica
lateral; en 3.4 ppm se observd un multiplete que integré para un hidrogeno
correspondiente a H-3 (base de un oxigeno); en 5.32 se observé un doblete ancho
que integrd para un hidrogeno el cual es caracteristico del hidrégeno vinilico H-6,
también se observaron las sefales propias de los grupos metilenos y metinos del
esqueleto del esterol entre 0.9 y 2.2 ppm. Se observaron sefales adicionales
correspondientes a un residuo de glucosa como fueron los dobles de doble que
integraron para un hidrégeno cada una en 3.6, 4.88, 499 y 515 ppm
correspondientes a los 4 metinos de la glucosa; en 4.04 y 4.19 se observan dos

senales doble de dobles, cada una integrando para un hidrégeno que se asignaron
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a los hidrogenos del metileno en 6, y en 3.4 ppm se observa una sefal multiple
que integré para un hidrégeno que se asigné a H-5. Todas estas ultimas senales
(desde 3.6 ppm) se encuentran en la zona de hidrogenos base de carbonos
unidos a oxigenos, de grupos hidroxilo, las cuales estan desplazadas a campo
bajo por estar acetilados. Por ultimo, se observan en esta Figura 11 cuatro sefiales
singulete en 1.93, 1.95, 1.98 y 2.01 ppm correspondientes a los metilos de los
grupos acetilo del residuo de glucosa, confirmandose la estructura del 2,3,4,6-

tetra-O-acetil-D-glucdsido de B-sitosterilo

6.4 Aislamiento e identificacion del estigmasterol

Del extracto de hexano se aisl6 un polvo blanco que de acuerdo a sus
caracteristicas espectroscopicas de IR y "H-RMN resulto ser el estigmasterol. Sus
caracteristicas espectroscopicas mas importantes son las siguientes: en el
espectro en el IR (Fig. 12) se observaron sefiales en 3424, 1462, 1376, 1053 cm™,
asignadas a grupos hidroxilo (3424 cm™), metilos, metilenos y metinos (1462 y
1376 cm™) y carbono-oxigeno (1053 cm™); el espectro de RMN de hidrégeno
(Fig12) mostré las sefales caracteristicas de esteroles, en la zona de 0.5 a 2 ppm
para metilos metilenos y metinos y dentro de éstas, los metilos angulares entre 0.7
y 1.9 ppm. Por otra parte, en 3.5 ppm se observd un multiplete que integré para un
hidrogeno y que fue asignado a H-3. También se observaron las sefales en 5.03 y
en 5.11 ppm que integraron para dos hidrégenos, como dos pares de doble de
dobles tipicas de los hidrogenos en las posiciones 22 y 23 del esqueleto esteroidal
y por ultimo, en 5.34 ppm un doblete ancho que se asigno al hidrégeno vinilico H-
6. La comparacion de estas caracteristicas con las reportadas en la literatura
confirmo la propuesta estructural para el estigmasterol (Collantes Diaz et al. 2011)
(Holland et al. 1978).
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6.5 Actividad antimicrobiana

Se determiné la actividad antimicrobiana de los extractos de diclorometano, de
hexano y de metanol utilizando cepas de microorganismos Gram positivo y Gram
negativo. Los resultados de la CMI obtenidos para cada uno de los extractos se
muestran en la Tabla 6 en la cual se observa que el extracto de hexano fue activo
hacia S. aureus y S. aureus meticilina-resistente y Enterococcus faecalis, con
MIC’s de 0.75y 0.125 y 1.0 mg/mL).

Tabla 6. Evaluacién de la CMI de los extractos hexanico, diclorometanico y
metandlico.

Valores de CMI (mg/mL)

Extracto SA SA-R1 SF KN EC
Hexanico 0.75 0.125 1.0 >2.0 >2.0
Diclorometanico >2.0 >2.0 >2.0 >2.0 >2.0
Metandlico 2.0 2.0 >2.0 >2.0 >2.0
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7. CONCLUSIONES

El extracto de diclorometano de la planta medicinal estudiada mostré contenido de
esteroles, uno de los cuales ha sido reportado como hipocolesterolemiante y
eficaz para la disminucién de cierto tipo de adenomas, lo que esta de acuerdo con
algunos de los usos de la planta de estudio en la medicina tradicional. Por otra
parte, el extracto de hexano mostré eficacia como antibacteriano, lo que

correlaciona indirectamente con una actividad antiinflamatoria.

Los resultados de actividad antimicrobiana obtenidos confirman en cierta medida

la utilidad de S. angustifolia en la medicina tradicional mexicana.
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ANEXOS

Figura 3. Espectro en el IR de la fraccién FD2.
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