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INTRODUCCION

1. INTRODUCCION

El uso de plantas medicinales para el alivio de diversos malestares de salud es
una practica comun en diversos paises. 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 la Ley General de Salud los productos elaborados a base de
plantas medicinales se clasifican en dos tipos:

a) Medicamentos herbolarios: Los productos elaborados con material vegetal
o algun derivado de éste, cuyo ingrediente principal es la parte aérea o
subterrdnea de una planta o extractos y tinturas, asi como jugos, resinas,
aceites grasos y esenciales, presentados en forma farmacéutica, cuya
eficacia terapéutica y seguridad ha sido confirmada cientificamente en la
literatura nacional o internacional (SSP, 2014).

b) Remedios herbolarios: al preparado de plantas medicinales, o sus partes,
individuales o combinadas y sus derivados, presentado en forma
farmacéutica, al cual se le atribuye por conocimiento popular o tradicional,
el alivio para algunos sintomas participantes o aislados de una enfermedad
(SSP, 2014).
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En México segun datos de la Secretaria de Salud por lo menos el 90% de la
poblacion utiliza plantas medicinales y el 45% especificamente “hierbas”; de ese
90% una parte de la poblacion cuenta Unicamente con los beneficios que les
aporta la medicina tradicional vy la otra la utiliza como un complemento al
tratamiento alopatico. México cuenta con el segundo lugar a nivel mundial en el
namero de plantas registradas con mas de 4500, sélo detras de China (Mufetén,
2009).

La OMS desarroll6 una estrategia sobre la medicina tradicional la cual consta en
brindar apoyo a los Estados Miembros para el aprovechamiento del bienestar
brindado por la medicina tradicional a la salud, asi como promover su utilizacion
segura y eficaz a través de la reglamentacion y la investigacion, para su

incorporacion al sistema de salud (OMS 2013).

Debido a lo mencionado anteriormente es de suma importancia la investigacién en
el campo de la medicina tradicional mexicana para poder hacer recomendaciones
a la poblacién sobre su uso, mediante un respaldo cientifico sobre la seguridad y
eficacia de los productos herbolarios.
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2. ANTECEDENTES

2.1 Familia Umbelliferae

La familia Umbelliferae Juss es también conocida como Apiaceae Lindley, y dentro
de las angiospermas es una de las mas conocidas por sus caracteristicas
inflorescencias, e infrutescencias y su particular composicion quimica la cual se
manifiesta en el olor, sabor y toxicidad de muchas de sus especies. Comprende
unos 300 géneros con un total de 2500 a 3000 especies, distribuidas
practicamente por todo el mundo, con preferencia por zonas templadas de cierta
altura y, con menos frecuencia, por zonas tropicales (Heywood, 1979).

En general, la mayoria de las umbeliferas son herbaceas fistulosas anuales,

bianuales o perennes.

2.2 Género Eryngium

El género Eryngium L agrupa alrededor de 230 a 250 especies, se han
desarrollado trabajos taxondmicos en los cuales se presentan las relaciones entre
taxones del viejo mundo y taxones del nuevo mundo mediante estudios
moleculares del DNA de cloroplastos, en los que se confirma la monofilia de este
género y una relacién de grupo hermano con el género Sanicula L. En el esquema

1 se muestra una division propuesta por Calvifio et al.,( 2010).

Algunas de las especies presentes en nuestro pais son: E. alternatum, E.
beecheyanum, E. bonplandii Delar., E. carlinae, E. cervantesii , E. cymosum, E.
ghiesbreghtii Decaisne, E. gracile, E. longifolium Cav., E. mexiae, E. mexicanum
S. Wats., E. phyteumae Delar., E. proteaeflorum Delar., E. serratum Cav., E.

spiculosum y E. subacaule (Garcia, 2013).
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Figura 1.Taxonomia del género Eryngium (Calvifio et al., 2010)
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2.2.1 Caracteristicas del género

Presenta plantas herbaceas bianuales o perennes, caulescentes o acaulescentes,
usualmente glabras y erectas. Tienen raices fuertes o raicillas fibrosas. Las hojas
son simples, lobadas o espinoso-dentadas a lineares, de venacion variable, desde
reticuladas hasta paralelinervias y con aspecto semejante al de algunas mono-
cotiledoneas. Las flores se encuentran dispuestas en cabezuelas bracteadas, el
caliz generalmente esta mejor desarrollado que la corola, los pétalos son de color
blanco a purpura y sésiles. El fruto es globoso u ovoide, cubierto con escamas o
tubérculos (Mathias & Constance, 1941).

Eryngium es facilmente distinguible de otros miembros de las Apiaceae por sus
inflorescencias capitadas y por tener una sola bracteola por flor. Algunas plantas
son postradas o de s6lo unos pocos centimetros de alto, y otras son erectas de
hasta 3 m de alto (Calvifio et al., 2008).

2.2.2. Distribucién

Se distribuye en las regiones templadas y tropicales del planeta (Garcia 2013). Su
distribucion es muy variada, ya sea comparando su presencia en ambos
hemisferios (oriental y occidental) o dentro de cada uno de ellos. En el hemisferio
oriental se encuentran dos centros de diversidad: en el oeste de la region del
Mediterraneo y el suroeste de Asia, mientras que en el hemisferio occidental en la

zona centro-occidente de México y centro-oriente de Sudamérica (Turmel, 1948).

Cerca de dos tercios de las especies de Eryngium crecen en el norte, centro y sur

de América (Calvifio et al., 2008).
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2.2.3. Composicion quimica

La composicion quimica del género Eryngium (Tabla 1) es muy variada entre una
especie y otra, debido a que son utilizadas en las diferentes partes del mundo para

tratar padecimientos muy diversos (Pal4, 2002).

Las caracteristicas quimicas del género no han sido estudiadas lo suficientemente
ya gque estos se han centrado principalmente en aquellas especies que son mas
populares en la medicina tradicional de cada pais, en el caso de México las
especies mas utilizadas son E. carlinae y E. heterophyllum, y ain no existen

reportes sobre algun estudio realizado con este propdésito.

La variedad de compuestos presentes en el género es muy amplia; en la

siguiente tabla se muestran algunos de estos.

Tabla 1. Composicién quimica del género Eryngium

ESPECIE
REPRESENTATIVA

ESTRUCTURA QUIMICA NOMBRE

HaC _ : .

>, o | v-lactona 4-metil- Eryngium carlinae

° tridecenilbutirolactona  (P€réz & Vargas, 2006)

CHa CHy  HC, 4,8R, 12- Eryngium carlinae
“ ¢} . . .

= trimetil,6(Z)eno- (Pérez & Vargas, 2006)

H3C

o

butirolactonanonano
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. . E. yuccifolium
Saniculasaponina I y

(Zhang et al., 2008)

Eringidsido E E. yuccifolium

(Zhang et al., 2008)

Acido oleandlico E. macrocalyx

(Ikramov et al., 1976)

o o -CH2—OH .3-(ﬂ-D-- o
HoC glucopiranosiloximetil E. campestre
)-2,4,4-trimetil-2,5-
" " ciclohexadien-1-ona (Clemens & Otto. 1986)
OH

—
N
/'
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—
15-hidroxi-a- E. giganteum
rolen

OH muuroieno (Muckensturm et al.,

2010; Zamack, 1979)

Trans-p-farneseno E. giganteum

™

(Muckensturm et al.,
2010; Zamack, 1979)

Quercetina

E. campestre

(Clemens & Otto. 1986;
Kartal et al., 2006)

Rutina

E. campestre

(Clemens & Otto. 1986;
Kartal et al., 2006)
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Astragalina

E. campestre

(Clemens & Otto. 1986;
Kartal et al., 2006)

Umbelliferona

E. biebersteinianum

(Abyshev et al., 1977)

Agasilina

E. campestre

(Clemens & Otto. 1986;
Kartal et al., 2006)

HO

Acido caféico

E. yuccifolium

(zhang et al., 2008)
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E. alpinum

==
Acido clorogénico
(Le Claire et al., 2005)

HO™"
OH

OH

E. foetidum

Estigmasterol
(Wolfe et al., 2000;

Garcia et al., 1999)

A
E. foetidum

f-sitosterol
(Wolfe et al., 2000;

Garcia et al., 1999)

HO

Campesterol E. foetidum
(Wolfe et al., 2000;
Garcia et al., 1999)
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Falcarinona E. yuccifolium

C H (Zhang et al., 2008)

2.2.4 Compuestos polifendlicos

Se han identificado alrededor de 8,000 compuestos polifendlicos de origen vegetal
identificados en varias especies de plantas. Estos compuestos fendlicos se
sintetizan a partir de un intermediario comun: la fenilalanina, o bien comparten un
precursor de cierre llamado &cido siquimico y generalmente se encuentran
conjugados con uno 0 mas restos de azucar unidos a los grupos hidroxilo, aunque
también existen vinculos directos del azucar (polisacarido o monosacéarido) a un
carbono aromatico. Existen asociaciones con otros compuestos como lo son los
acidos carboxilicos, aminas, lipidos, y con otros fenoles o polifenoles (Bhooshan &
Syed, 2009).

Los polifenoles se pueden clasificar en diversos grupos dependiendo de su
funcion, el numero de anillos que lo conforman, o dependiendo de los elementos

estructurales que presente (Bhooshan & Syed, 2009).

Existe una clasificacion que divide a los compuestos fendlicos en cuatro grandes
grupos: acidos fendlicos, flavonoides, estilbenos y lignanos; en la Figura 2 se

muestran algunos ejemplos de esta clasificacién (Bhooshan & Syed, 2009).
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Acidos fendlicos Flavonoide

Figura 2. Clasificacion de los compuestos polifendlicos (Bhooshan & Syed,
2009).

Los compuestos polifendlicos se encuentran de manera natural en frutas,
verduras, cereales, etc. Diversas investigaciones aseguran gque los polifenoles
presentes en las plantas, frutas, verduras y cereales consumidos ayudan a la
proteccion del organismo contra padecimientos como el cancer, enfermedades
cardiovasculares, diabetes, osteoporosis y enfermedades degenerativas
(Bhooshan & Syed, 2009).

2.2.4.1 Acidos fendlicos

Los acidos fendlicos estan presentes de manera abundante en la naturaleza y se
dividen en dos grandes clases: los derivados del acido benzoico y los derivados
del acido cinamico. El contenido de &cido hidroxibenzoico en las plantas es
generalmente bajo, con la excepcidon de ciertos frutos rojos, el rabano negro y la
cebolla. Los acidos hidroxicinamicos son mas comunes que el hidroxibenzoico,
entre ellos se encuentran principalmente los acidos cinamico, ferulico, caféico, p-

cumarico y rosmarinico (Bhooshan & Syed, 2009).
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2.2.4.2 Acido rosmarinico

El acido rosmarinico (Figura 3) es un éster del acido caféico y del acido 3,4-
dihidroxifenilacético, presente en plantas, fue inicialmente aislado de la planta
conocida como Rosmarinus officinalis y se encuentra comiunmente en la especie
Boraginaceae vy la subfamilia Nepetoideae de la familia Lamiaceae (Bora de
Olivieira, 2010).

Figura 3. Acido rosmarinico (Avila et al., 2011).

El &cido rosmarinico se sintetiza mediante la ruta de los fenilpropanoides (Bok Kim
et al., 2013). Dicha ruta biosintética se puede observar detalladamente en la

Figura 4.
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Figura 4. Ruta biosintética del &cido rosmarinico (Bora de Olivieira, 2010).

El acido rosmarinico tiene un gran numero de actividades biolégicas, entre las

cuales se destacan las siguientes: antivirales, antibacterianas, antiinflamatorias, y
antioxidantes (Al Dhabi et al., 2014), por lo que las plantas medicinales con gran

cantidad de acido rosmarinico son reconocidas por sus efectos benéficos en la

salud humana (Avila Sosa et al., 2011).
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2.2.5. Actividades farmacoldgicas del género Eryngium
2.2.5.1 Actividad antiinflamatoria

Los extractos y los esteroles polares actian inhibiendo la estimulacion de citocinas
mediante la sintesis de INOS dependiente de 6xido nitrico, sin afectar la viabilidad
de las células. En un modelo de inflamacién aguda realizado en 2012 con
respecto al género Eryngium se observo una reduccidn en la actividad de la
enzima mieloperoxidasa que tuvo como consecuencia la disminucion del tejido
inflamado (Wang et al., 2012).

2.2.5.2. Actividad anti bacterial y anti fungica

Presenta actividad contra aproximadamente 12 bacterias, hongos y algunos
parasitos como tripanosomas y nematodos del ser humano y otros mamiferos. En
cuanto a su actividad anti fangica presenté una CMI de 0.16-0.32 ug/mL contra
(Trichophyton mentagrophytes, T. rubrum, Epidermophyton floccosum;
T.verrucosum, T. mentagrophytes var interdigitale, Microsporum canis y M.
gypseum) (Wang et al., 2012).

2.2.5.3. Actividad contra el veneno de escorpidn y serpiente

Los extractos acuosos de hojas y raices son los encargados de inhibir la actividad
hemolitica de los venenos de escorpién y vibora, ademas de inhibir la contraccién

muscular (Wang et al., 2012).

2.2.5.4. Actividad antioxidante

Los extractos de etanol y metanol presentan principalmente actividad antioxidante

mediante la captacion de radicales libres en ensayos in vivo (Wang et al., 2012).
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2.2.5.5. Actividad antimutagénica y antitumoral

Extractos de etanol de diferentes especies del género presentaron actividad
anti mutagénica en hepatocitos de rata y provocaron apoptosis en lineas celulares

leucémicas de humano (Wang et al., 2012).
2.3. Eryngium carlinae D.
2.3.1 Nombres comunes (UNAM, 2016).

e Hierba del sapo

e Cabezona

e Carddn

e Espinosa, estrellita, mosquitas
o Perejil

e Perejil de monte
Estado de México:

e Shibidi (mazahua);
Michoacan

e Tsatsékua azul (purhépecha);
Nayarit:

e Juvac (tepehuano),

e Soiwari (raramuri).

2.3.2. Clasificacion taxonémica (CONABIO, 2016).
Reino: Plantae

Division: Magnoliophyta

Clase: Magnoliopsida

Orden: Apiales

Familia: Umbelliferae o Apiaceae
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Género: Eryngium

Especie: Eryngium carlinae D.

2.3.3. Sinonimia (UNAM, 2016).

e E. radiatum Willd. 1825.
e E. coquimbanum Phil. ex Urban 1879.
e E. affine H. Wolff 1909.

2.3.4. Distribucion geogréfica

Eryngium carlinae crece en praderas, pastizales, habitats perturbados del bosque
de encino, pino-encino y de coniferas, entre los 1900-3500 m de altitud. Florece de
mayo a julio y fructifica de agosto a enero. Se conoce su distribucion en la Ciudad
de México, Durango, Estado de México, Michoacan, Hidalgo y hasta el sur de
México; Guatemala, Costa Rica y Sudamérica. En Michoacan se registra a lo largo
y de ambos lados de la Sierra del Centro y region de los Valles y Ciénagas.
(Garcia, 2013). En la Figura 5 se puede ver la distribucion geogréfica de la especie

marcada con circulos de color rojo.

Figura 5. Distribucién geografica de Eryngium carlinae (CONABIO, 2016).
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2.3.5. Descripcion (CONAPO, 2016).

Eryngium carlinae D. (Figura 6) Es una planta espinosa sin tallo aparente, llega a
crecer de 10 a 50 cm de altura, de raices largas y pueden llegar a medir 5 m. Sus
hojas son basales en una roseta densa de, 3-10 cm de largo y 0,5-2 cm de ancho,
La inflorescencia compuesta de cabezuelas ovoides de 5-10 mm de largo y 5-7
mm de didmetro, azules, violetas o blancas, crecen sobre pedunculos; en el apice
del pedunculo hay 8-12 bracteas extendidas; son cabezuelas con numerosas
flores sésiles acompafadas por una sola bractéola en su base. Flores pequefias,
simétricas radial, hermafroditas, blancas, azules, moradas. Fruto aquenio
esquizocarpo ovoide o subgloboso, de 1-2 mm de largo, aplanado lateralmente, y
2 mericarpos (cada una de las partes separables del fruto) cada uno con una

semilla.

Figura 6. Eryngium carlinae. (CONABIO, 2016).
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2.3.6. Usos

En la medicina tradicional mexicana Eryngium carlinae (Hierba del sapo) es una
planta de gran uso debido a que se le atribuyen diversas funciones terapéuticas.
En la zona centro del pais es empleada para tratar problemas renales, como son
los célculos renales, e infecciones urinarias, debido a su efecto diurético. También
se utiliza para tratar problemas de inflamacion estomacal, para la bilis, en dolores
de espalda, de huesos, pecho, hernias, ayuda en el momento del parto, contra

mordeduras de serpiente y calentura (UNAM, 2016).

Es mas comunmente utilizada para disminuir los niveles de glucosa en sangre, asi

como los niveles de colesterol y triglicéridos (Noriega et al., 2012).

Se usa principalmente de manera oral, a través de una infusion de toda la planta o

bien mediante el uso de fomentos en el caso de tratamiento topico (UNAM, 2016).
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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, mientras que otras estan vinculadas con interacciones ecoldgicas.

Multiples investigaciones han demostrado que la mayoria de estos compuestos,
participan en el mecanismo de defensa de las plantas, lo que ha redituado en su
uso dentro de la industria agricultora. Por otra parte muchos compuestos
procedentes de plantas han servido como base en la preparacion de

medicamentos en la industria farmacéutica.

Estrictamente hablando, la fitoquimica estudia los metabolitos secundarios
extraidos de las plantas. Esta rama de la quimica aporta los conocimientos
necesarios para la realizacion del aislamiento e identificacion de los compuestos
guimicos presentes en las mismas, entre los cuales se destacan aquellos con
importante actividad biol6gica, como los encontrados en un gran numero de
plantas medicinales. 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 pardmetros utilizables para un control de
calidad de la planta, asi como optimizar los procesos extractivos y también, en
otros casos prever la actividad farmacoldgica.

Por lo descrito anteriormente, se presenta en esta tesis el estudio fitoquimico de la
planta Eryngium carlinae D., como parte de un proyecto que permita contribuir a
su conocimiento metabdlico y a su potencial antimicrobiano para eventualmente

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

4.1. Objetivo principal.

Llevar a cabo el aislamiento y elucidacion estructural de los metabolitos
secundarios mayoritarios contenidos en la planta medicinal Eryngium carlinae D.

(Umbelliferae) y ponderar el potencial antimicrobiano de sus extractos organicos.

4.2 Objetivos particulares:

1. Obtener el extracto total por medio de un proceso de maceracion (CH,Cly/
MeOH 1:1) y el acuoso mediante una decoccion, a partir de la planta
completa de E. carlinae D. (Umbelliferae).

2. Realizar pruebas de actividad antimicrobiana de los extractos obtenidos
contra bacterias Gram positivas y Gram negativas, asi como con un hongo
levaduriforme.

3. Realizar el aislamiento de los metabolitos secundarios mayoritarios de los
extractos organicos que se obtengan en el “punto 1°'por combinacién de
métodos de reparto y cromatogréaficos e identificacion de los mismos por

medios espectroscopicos.
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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/UVas4, una camara con lampara de luz UV Spectroline modelo
ENF240c a dos longitudes de onda, 254 y 365 nm. Se utilizaron sistemas de
elucién variables y como revelador quimico una solucion de sulfato sérico
amoniacal [(NHg)4 Ce(S0O4)4 *2H,0] al 1% en H,SO4 2N seguido de calentamiento

en parrilla eléctrica.

5.1.2 Cromatografia en capa delgada preparativa (CCDP).

Para la cromatografia en capa delgada de tipo preparativa se utilizaron placas de

vidrio de 20 x 20 cm de 1 mm de grosor (Merck 60 Fosy).

5.1.3 Cromatografia en columna abierta (CCA).

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

diversas fases moviles

5.2 Recoleccion e identificacion del material vegetal.

El material vegetal utilizado se recolectd en el municipio de Huixquilucan de
Degollado, Estado de México el 13 y 27 de agosto del 2015 y la identificacién
botanica fue determinada en el Herbario Nacional del Instituto de Biologia de la
UNAM (MEXU), registrado con folio 1417576 por el M. en C. Rafael Torres Colin.

En la Figura 7 se presenta la muestra de herbario.
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Figura 7. Muestra de herbario de Eryngium carlinae.

5.3 Extraccioén

El material vegetal (toda la planta) fue sometido a secado al aire libre y a la
sombra. El material vegetal seco (265.4 g) se fragment6 mediante el uso de una
licuadora, se dividié en dos partes, la primera (200.0 g) se extrajo por el método
de maceracién en una mezcla de disolventes con proporcion 1 a 1 (diclorometano
/metanol) y la segunda (65.4 g) se sometié a decoccion durante 30 minutos a
80°C. En ambos casos los extractos resultantes se llevaron a sequedad por
presién reducida mediante el uso de rota evaporador obteniéndose 28.2 g de

extracto organico y de la decoccion 6.3 g (Esquema 1).
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Esquema 1.Procesamiento de la planta completa de Eryngium carlinae.

Material vegetal

Identificacion botanica

Material vegetal identificado
(Eryngium carlinae)

Secado y fragmentacién

Material vegetal fragmentado

Extraccion

Maceracion Decoccion

5.4 Determinacion de la actividad antimicrobiana por medio del

andlisis de la concentracion minima inhibitoria [(CMI, mg/mL)].

5.4.1 Microorganismos utilizados

Tabla 2. Microorganismos utilizados para la determinacién de la actividad

antimicrobiana.

Microorganismo ATCC Descripcion
Staphylococcus aureus 29213 Bacteria Gram (+)
Streptococcus faecalis 29212 Bacteria Gram (+)

Escherichia coli 25922 Bacteria Gram (-)

Pseudomonas aeruginosa - Bacteria Gram (-)
Candida albicans 10231 Hongo levaduriforme
[ >4 )
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5.4.2 Preparacion 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.

5.4.3 Preparacion de in6culo

Para activar las cepas, las bacterias se desarrollaron en caldo nutritivo y se
incubaron durante 48 horas a 37°C, mientras que el hongo levaduriforme se

desarroll6 en agar Sabouraud y se incub6 por 7 dias a 28°C.

El in6éculo de cada muestra de bacterias fue preparado a partir de cultivos que
contenian 10 ° unidades formadoras de colonias (UFC)/mL. El inéculo de Candida
albicans tenia una concentracion de 10 ° células/mL. Las concentraciones de los
inoculos fueron establecidas por comparacion contra estandares turbidimétricos

establecidos (escala de McFarland) (Morales, 2009).

5.4.4 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 efectud por duplicado. La menor concentracion
de la muestra requerida para la inhibiciéon de crecimiento visible sera considerada

la concentracion minima inhibitoria (CMI).
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Como controles positivos se utilizaron gentamicina para las bacterias Gram (+) y
Gram (-) y nistatina contra el hongo levaduriforme. Adicionalmente se preparé un

control de crecimiento negativo (Morales, 2009).

5.5 Andlisis quimico del extracto orgéanico total.

5.5.1 Fraccionamiento via particion liquido-liquido

El extracto organico total se disolvio en 200 mL de agua destilada, y se realizé un
fraccionamiento via extraccion por reparto (liquido-liquido) con hexano (4 x 100
mL), diclorometano (3 x 100 mL) y acetato de etilo (3 x 100 mL) obteniéndose asi
los correspondientes extractos de hexano, de diclorometano y de acetato de etilo

(Esquema 2).

Esquema 2. Fraccionamiento primario por reparto del extracto organico total

de Eryngium carlinae.

Extracto total

Fraccionamiento por reparto

Hexano Diclorometano AcOEt
(4x100 mL) (3x 100 mL) (3x100 mL)
f 26 1
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5.6 Fraccionamiento cromatografico del extracto de hexano

5 gramos del extracto de hexano fueron adsorbidos en 5 gramos de gel de silice y
aplicados en una columna cromatografica abierta de vidrio, la cual fue empacada
con 50 gramos de gel de silice suspendidos en hexano. Se aplicé el extracto
adsorbido y se eluy6 con mezclas de hexano/cloroformo de polaridad creciente y
posteriormente con mezcla de cloroformo/ acetona en proporciones de menor a

mayor polaridad (recolectando fracciones de 75 mL cada una).

Las fracciones obtenidas (103 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 3.

Tabla 3. Fraccionamiento cromatografico del extracto de hexano

Fracciones Sistema de elucion Volumen de Clave
fraccion

2 Hexano 50 mL FH-1

3 Hexano 50 mL FH-2

4-8 Hexano 75 mL FH-3

9-11 Hexano 75 mL FH-4

12-18 Hexano 75 mL FH-5

19-26 Hexano 75 mL FH-6

27-34 Hexano 75 mL FH-7

35-38 Hexano/cloroformo 8:2 75 mL FH-8

[ 57 )
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39 Hexano/cloroformo 1:1 75 mL FH-9
40-41 Hexano/cloroformo 1:1 75 mL FH-10
42-43 Cloroformo 75 mL FH-11
44-45 Cloroformo 75 mL FH-12

46 Cloroformo 75 mL FH-13
47-49 Cloroformo 75 mL FH-14
50-54 Cloroformo 75 mL FH-15
55-59 Cloroformo 75 mL FH-16
60-66 Cloroformo 75 mL FH-17
67-69 Cloroformo 75 mL FH-18
70-81 Cloroformo 75 mL FH-19
82-91 Cloroformo 75 mL FH-20
92-93 Cloroformo/acetona 9:1 75 mL FH-21
94-103 Acetona 75 mL FH-22

5.6.1 Aislamiento y purificacion de la mezcla de B-sitosterol y estigmasterol

De la fraccién FH-13 de la columna cromatografica eluida con cloroformo 100% se
aislé un compuesto cristalino blanco en forma de agujas, el cual como se muestra
en el Esquema 3 fue re-cristalizado con cloroformo, finalmente de acuerdo con sus
caracteristicas fisicas, y espectroscopicas se caracteriz6 como una mezcla de B-

sitosterol y estigmasterol.
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Esquema 3. Aislamiento y purificacion de la mezcla de B-sitosterol y

estigmasterol del extracto de hexano.

Extracto total

Fragmentacion por reparto

Extracto de hexano Extracto de Extracto de
cloroformo acetato de etilo
CCA
FH-13

Re-cristalizacion

[-sitosterol

5.6.2 Aislamiento y purificacion de los acidos grasos

La fraccion FH-9 tomada del extracto de hexano (Esquema 4), eluida con una
mezcla de hexano/cloroformo 1:1, presentd un sélido color amarillo, el cual se
analiz6 por cromatografia de gases acoplado a espectroscopia de masas
(CG/EM), siendo identificados diversos compuestos cuyas caracteristicas

espectroscopicas se mostraran mas adelante en la seccion de resultados.
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Esquema 4. Aislamiento y purificacién de la mezcla de acidos grasos

Extracto total

Fragmentacion por reparto

Extracto de hexano Extracto de Extracto de
cloroformo acetato de etilo
CCA
FH-9
Mezcla de

acidos grasos

5.7 Fraccionamiento cromatogréafico del extracto de acetato de etilo

0.8 g del extracto de acetato de etilo fueron adsorbidos en 0.8 g de gel de silice
y se aplicaron a una columna cromatogréfica abierta de vidrio, la cual contenia 16
gramos de gel de silice. La muestra se eluyé con mezcla de cloroformo/metanol de

polaridad creciente (recolectando fracciones de 25 mL cada una).

Se obtuvieron 132 fracciones las cuales fueron monitoreadas por medio de
cromatografia en capa fina y se reunieron aquellas con contenido quimico con Rf

similar como se muestra en la Tabla 4.
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Tabla 4. Fraccionamiento cromatografico del extracto de acetato de etilo

Fracciones

8-9

10-11

12-13

14-15

16

17-21

22-32

33-53

54

55

56

57-83

Sistemas de elucion

Cloroformo
Cloroformo/metanol (98:2)
Cloroformo/metanol (98:2)
Cloroformo/metanol (98:2)
Cloroformo/metanol (98:2)
Cloroformo/metanol (97:3)
Cloroformo/metanol (97:3)
Cloroformo/metanol (97:3)
Cloroformo/metanol (96:4)
Cloroformo/metanol (95:5)
Cloroformo/metanol (95:5)
Cloroformo/metanol (95:5)
Cloroformo/metanol (95:5)
Cloroformo/metanol (95:5)
Cloroformo/metanol (90:10)
Cloroformo/metanol (90:10)
Cloroformo/metanol (90:10)

Cloroformo/metanol (75:25)

Volumen de

fraccién

75 mL

50 mL

50 mL

25 mL

25 mL

25 mL

25 mL

25 mL

25 mL

25 mL

25 mL

25 mL

25 mL

25 mL

25 mL

25 mL

25 mL

25 mL

Clave

FA-1

FA-2

FA-3

FA-4

FA-5

FA-6

FA-7

FA-8

FA-9

FA-10

FA-11

FA-12

FA-13

FA-14

FA-15

FA-16

FA-17

FA-18
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84-98 Cloroformo/metanol (60:40) 25 mL FA-19
99-119 Cloroformo/metanol (30:70) 25 mL FA-20
120-132 Metanol 25 mL FA-21

5.7.1 Aislamiento y purificacién del acido rosmarinico

La fraccion cromatografica FA-18 eluida con una mezcla de cloroformo/metanol
(75:25), presentd un color amarillo verdoso, se sometié a una CCDP para separar
los posibles compuestos presentes, eluyéndose con la misma mezcla con la cual
se colecto la fraccidon. De este tratamiento resultd el aislamiento de un compuesto
mayoritario que por sus caracteristicas espectroscopicas y espectrométricas se

identific6 como acido rosmarinico (Esquema 5).

Esquema 5. Aislamiento y purificacién del &cido rosmarinico y del 3-B-O-D-

glucésido de 3'-O-metil-miricetina proveniente del extracto de acetato de

etilo.
Extracto total

Fraccionamiento por reparto
| |
Extracto Extracto de Extracto de
de hexano cloroformo acetato de etilo

3-B-0O-D-glucdsido de

Acido
rosmarinico

3'-O-metil-miricetina

E<_I
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5.7.2 Aislamiento y purificacion del 3-B-O-D-glucésido de 3'-O-metil-

miricetina.

De la fraccion cromatografica FA-18 que fue sometida al proceso descrito en el
punto anterior también resultd el aislamiento de un compuesto (polvo amarillo)
que por sus caracteristicas espectroscopicas y espectrométricas se identifico

como (Esquema b).
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Determinacion de la actividad antimicrobiana por medio del

analisis de la concentracién minima inhibitoria.
Se determind la actividad antimicrobiana de los extractos: total, acuoso, hexano,
de diclorometano y de acetato de etilo utilizando cepas de microorganismos Gram

(+) y Gram (-), asi como en un hongo levaduriforme representativo.

la Concentracién

Tabla 5. Actividad antimicrobiana, determinacion de
Inhibitoria (CMI, mg/mL), de diferentes extractos de Eryngium

Minina
carlinae.

Sa: Staphylococcus aureus: Sf Streptococcus faecalis; Ec: Escherichia coli; Pa:

Pseudomonas aeruginosa; Ca: Candida albicans.
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En la Tabla 5 se describe el valor de la CMI de los extractos obtenidos de la
planta completa de Eryngium carlinae; con base se observa que los extractos de
hexano, de diclorometano, de acetato de etilo y el total presentaron actividad
contra microorganismos Gram positivos (Staphylococcus aureus y Streptococcus
faecalis), siendo el extracto de hexano el de mayor actividad antimicrobiana,
seguido del de acetato de etilo, el de diclorometano y por ultimo el correspondiente
al extracto total.

El extracto de acetato de etilo mostr6 el mayor espectro de inhibicion de los 5
extractos analizados, ademas de inhibir las bacterias Gram positivas ya
mencionadas, resultando ser activo contra Escherichia coli; Pseudomonas
aeruginosa (bacterias Gram negativas), y para el hongo levaduriforme Candida

albicans.

En cuanto al extracto acuoso, resultd no ser activo contra ninguno de los

microorganismos utilizados.

6.2 Identificacion de la mezcla de B-sitosterol y estigmasterol.

El producto recristalizado de la fraccién primaria FH-13 obtenido de extracto de
hexano mostré pureza cromatogréfica (hexano/AcOEt 85:15) y fue identificado
como una mezcla de [B-sitosterol y estigmasterol de acuerdo a las siguientes
caracteristicas (Cuadro 1). Se obtuvo como cristales blancos en forma de aguja

solubles en cloroformo.
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Cuadro 1. Constantes espectroscoOpicas de la mezcla de B-sitosterol y

estigmasterol.

Datos
ﬂll J§ j g
Estructuras
HO'
B-sitosterol estigmasterol

IR Vmax (pastilla) cm™ 3419, 3082, 2932, 2865, 1713, 1644,

Figura 8: 1457 y 1380.
300 MHz, CDCls, 8: 5.34 (1H, t J = 6.27 Hz, H-6), 3.51 (1H, tdd,
SMNIH J=5.13,5.19 y 5.6 Hz, H-3), 1.00 (3H, s), 0.93 (3H, d, J = 6.75
) Hz, H-19), 0.84 (3H, d, J = 6.3 Hz, H-26), 0.83 (3H, d, J = 6.45

En el espectro de IR (Figura 8) se observa una banda de tensién O-H alrededor

de 3419 cm™, bandas de tension en 2932 y 2865 cm™ que indican la presencia de

grupos metilos, metilenos y metinos; de igual forma se aprecian bandas de tensién

de enlaces =C-H a 3082 cm™, y dos bandas de flexién de enlaces saturados C-H

a 1457 y 1380 cm™.

Observando el espectro de RMN-'H (Figura 9) en la regién de campo alto se

puede ver un patrén muy complejo de sefiales con un desplazamiento quimico que

van de 0.5 a 2.5 ppm, destacando dos singuletes, un dobletes que integré para

nueve hidroégenos y un triplete que integro para tres hidrogenos atribuibles a seis

grupos metilos.
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En & 5.34 ppm se aprecia una sefial doble de dobles correspondiente al hidrogeno
vinilico H-6 y en 3.51 ppm se observa una sefial multiple la cual corresponde al
hidrogeno H-3 geminal a grupo hidroxilo. La comparacion de estos datos
espectroscopicos con los reportados en la literatura, permitié establecer la

identidad del compuesto procedente de la fraccion FH-13 como B-sitosterol.

Por la comparacion realizada con la literatura (Prakash Chaturvedula & Prakash,
2012), se infiere que la muestra contiene trazas de otro esterol llamado
estigmasterol, estando el [-sitosterol en mayor proporcion de acuerdo a la
intensidad de sus sefales con respecto a las del estigmasterol. Esta ultima
muestra sefales caracteristicas encontradas en 8 5.01 correspondientes a los

hidrégenos vinilicos en las posiciones 20 y 21.

El B-sitosterol y el estigmasterol son los principales fitoesteroles encontrados en la
mayoria de las plantas superiores (Pérez, 2013). Se les atribuyen actividades
antiinflamatorias, antipiréticas, analgésicas, quimiopreventivas, antihelminticas,
antimutagénicas, antiulcerativas, antidiabéticas, antioxidantes, angiogénicas
(Cuca, et al., 2004) ademéas de disminuir los niveles de colesterol. Esta Ultima es
una de las propiedades por las cuales es consumida la planta medicinal objeto de

este estudio.

6.3 Identificacion de la mezcla de acidos grasos

La fraccion FH-9 proveniente del extracto de hexano presenté un color amarillo y
una consistencia aceitosa; se analizo mediante CG/EM, lograndose identificar los
compuestos descritos en la Tabla 6 por comparacion de sus espectros de masas

con la base de datos del equipo utilizado para dicho analisis.
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Cuadro 2. Constantes espectroscopicas (IR) de los acidos grasos

constituyentes de la fraccion FH-9 proveniente del extracto de hexano.

Datos

IR Vmax (pastilla) cm™ 3455, 2923, 2853, 3008, 1732, 1463, 1377,
Figura 10: 1095y 721

El analisis infrarojo de la fraccion FH-9 mostré (Figura 10) una sefial de poca
intensidad en 3455 cm-1, la cual corresponde a grupos hidroxilo , también se
pueden observar bandas a 2923, 2853 1463 y 1377 cm™ que indican la presencia
de metilos, metilenos y metinos, a 721.72 cm™ esta presente una banda, que
indica que existen cadenas de metilenos en un nimero mayor a cuatro, finamente
se observa una banda a 1734 cm™ que es caracteristica del grupo carboxilo y una

banda en 1095 cm™ que indica una vibracion entre carbonos y oxigenos.

Por otra parte, de acuerdo a la Figura 11 donde se ilustra el cromatograma de la
fraccion FH-9 se observaron diversos picos, correspondientes a diferentes
compuestos, mostrandose en la Tabla 6 los picos cuya abundancia relativa era
mayor. Se ve de manera muy clara que la fraccion FH-9 en su gran mayoria se
encontraba conformada por acidos grasos o esteres metilicos de los mismos, de

cadena larga.

Los espectros de masas de los ocho compuestos (Figuras de la 12 a la 19) se
compararon con la biblioteca del equipo y como resultados se determinaron los

siguientes compuestos:

e Deca-2,4-dienal 30.9%, 1, 2, 3, 4, 4a, 5, 6, 8a-octahidro-4a,8-dimetil-2-
(1-metiletildieno), (4aR-trans)-naftaleno 6.32%, ester metilico del acido
hexadecanoico 28.4%, ester metilico del acido octadecanoico 62.4%,
acido docosanoico 59.9% , ester metilico del acido tricosanoico 45.5%

la Triaracina 12.2 %, y el acido hexacosanoico 71.8%.
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Tabla 6. Acidos grasos identificados de la fraccion FH-9 mediante CG/EM.

HﬁWU

1, 2,3, 4, 4a,5, 6, 8a-octahidro-4a,8-dimetil-2-(1-
metiletildieno), (4aR-trans)-naftaleno

CH, CCS
é@// ™
H,

Ester metilico del acido hexadecanoico

0
/\/\/\/\/\/\/\/H\O/CH:B

Ester metilico del acido octadecanoico

/\/\/\/\N\/\A/U\o/ CH;

Acido docosanoico

HO \(\/\/\/\/\/\/\/\/\/\/Cﬂs
|

0

Deca-2,4-dienal

6.03

7.73

8.38

8.88

11.55
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——
Ester metilico del acido tricosanoico 12.80
6
e " Ch,
0
Triaracina
7 14.53
Acido hexacosanoico

8 o 17.13

OH

HsC

6.4 ldentificacion de acido rosmarinico

El producto aislado mediante una CCDP de la fraccion primaria FA-18 del extracto
de acetato de etilo mostr6é pureza cromatografica (cloroformo/metanol 75:25) y fue
identificado de acuerdo a sus caracteristicas de RMN (Cuadro 3 y Figuras 20 y

21).
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Cuadro 3. Constantes de RMN-*H y RMN-*3C del &cido rosmarinico.

Datos

Estructura

RMN- *H 400 MHz, MeOH-d,, 8: 7.48 (1H, d, J = 15.9 Hz, H-7), 7.00 (1H,
Figura20: | d» J =2.0 Hz, H-2), 6.89 (1H, dd, J = 8.2, 2.0 Hz, H-6), 6.74 (1H,
d, J=1.9 Hz, H-2"), 6.74 (1H, d, J = 8.1 Hz, H-5), 6.65 (1H, d, J =
8.0 Hz, H-5'), 6.60 (1H, dd, J = 8.1, 2.0 Hz, H-6’), 6.24 (1H, d, J
15.9 Hz, H-8), 5.06 (1H, dd, J = 9.8, 3.3 Hz, H-8'), 3.07 (1H, dd, J
=14.24, 3.3 Hz, H-7"), 2.90 (1H, dd, J = 14.24, 9.8 Hz, H-7")

RMN-C | 100 MHz, MeOH-d,, 8: 117.65 (C9'), 167.0 (C-9), 147.88 (C-4),
Figura 21: | 145.26 (C3), 14504 (C-7), 144.48 (C3), 143.31 (C-4’), 131.30
(C1’), 128.02 (C-1), 122.85 (C-6), 121.73 (C-6’), 116.02 (C-2)),
114.99 (C-5), 114.72 (C-5), 114.33 (C-8), 113.63 (C-2), 77.80
(C-8'), 38.87 (C-7).

El espectro de RMN-'H (Figura 20) evidencié la presencia de dos anillos
bencénicos sustituidos en las posiciones 1,3,4, con sistemas ABX. Los protones 2
y 2’, presentaron dos sefiales dobles a 7.00 y 6.74 ppm respectivamente, con un
acoplamiento meta (J= 2.0 Hz) cada uno, mientras que los protones 5 y %
mostraron dos sefiales dobles a 6.74 y 6.65 ppm con un acoplamiento orto (J= 8.0
Hz) cada una; por su lado, los protones 6 y 6° mostraron dos sefiales doble de
dobles en 6.89 y 6.60 ppm, con un acoplamiento orto y meta, (J=8.0 Hz,y J=2.0
Hz) cada una.
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En 7.48 y 6.25 ppm se localizan dos protones vinilicos (H-7 y H-8) como dos
seflales dobles cuya constante de acoplamiento (J=15.9 Hz) indica que se

encuentran en posicion trans.

Las sefnales en 3.07 ppm (J= 14.2 y 3.3 Hz) y 2.90 ppm (J=14.2 y 9.8 Hz) como
dos dobles de dobles corresponden a los protones geminales Ha-7’ y Hp-7’
interaccionando con un grupo metino vecino, que se observa como una sefal

doble de dobles, cuyo desplazamiento quimico es de 5.03 ppm (J=9.8 y 3.3 Hz).

El espectro de RMN-*C (Figura 21) mostré la presencia de 18 sefiales de las
cuales 2 carbonos cuaternarios se asignaron a dos carboxilos, de acido (177.7
ppm) y de éster (167 ppm) respectivamente (C-9 y C-9’); 4 carbonos bencénicos
base de oxigeno (147.88, 145.26, 144.48 y 143.31 ppm) asignados a C-4, C-3, C-
3’y C-4’), 6 carbonos sp? de anillos aromaticos protonados en 3113.63, 114.99,
122.85, 116.02, 114.72, 121.73 asignados a 2, 5, 6, 2° ,5 y 6’;.dos carbonos
vinilicos en 8145.04 y 114.33, dos carbonos sp® en 5 38.87 y 77.80.

El espectro HSQC presenta conectividades C-H, y el espectro HMBC
correlaciones C-H a dos y tres enlaces, que permitieron confirmar los
desplazamientos y las uniones entre carbonos e hidrogenos presentes en la

molécula.

Con base en los espectros de RMN de *H, **C, COSY, NOESY, HMBC y HMBC
(Figuras 20 a 28) que se encuentran en la parte de los apéndices y comparandolo
con la literatura (Le Claire et al., 2005) se pudo establecer que el compuesto

aislado correspondia al nombre de &cido rosmarinico.

6.5 Identificacion del 3-B-O-D-glucosido de 3'-O-metil-miricetina.

El producto aislado mediante una CCDP de la fraccién primaria FA-18 del extracto

de acetato de etilo mostré pureza cromatografica ( cloroformo/metanol 75:25) y fue
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identificado de acuerdo a sus caracteristicas de RMN (Cuadro 4) que a

continuacion se analizan.

Cuadro 4. Constantes de RMN-'H y RMN-'3C del 3-B-O-D-glucésido de 3'-O-
metil-miricetina.

Datos

Estructura

RMN- *H 400 MHz, MeOH-d,, 8: 12.16 (1H, s, OH-5), 7.68 (1H, d, J = 2.1
Figura 20: | Hz, H-2),7.54 (1H, d, J = 2.1 Hz, H-6'), 6.47 (1H, d, J = 2.1 Hz,
H-8), 6.21 (1H, d, J = 2.1 Hz, H-6), 5.03 (1H, d, J = 7.4 Hz, H-1"),
4.59 (1H, s, Hz, OH), 3.98 (1H, d, J = 1.8 Hz, Ha), 3.80 (1H, dd, J
= 11.8 Hz, Hb),

RMN-C | 100 MHz, MeOH-d,, 8: 177.53 (C-4), 165.83 (C-7), 162.51 (C-5),
Figura21: | 158.26 (C-8a), 152.20 (C-3), 151.77 (C-5'), 146.52 (C-1'), 140.08
(C-4'), 138.27 (C-3), 128.09 (C-2), 111.37 (C-6"), 108.94 (C-2)),
104.58 (C-4a), 102.91 (C-1"), 99.36 (C-6), 94.58 (C-8), 78.34 (C-
4"), 78.21 (C-3"), 74.95 (C-2"), 71.25 (C-57), 62.50 (C-6"), 61.65
(OCHa).

El espectro de RMN-'H (Figura 29) mostré la presencia de dos pares de sefiales
doblete de hidrégenos bencénicos, cada par acoplado entre sien 7.68y 7.54 (J =
2.1 Hz) y en 6.47 y 6.21 ppm (J = 2.1 Hz), respectivamente. La constante de
acoplamiento observada indicé que cada par de hidrégenos guardan una posicién
meta entre si, en dos anillos bencénicos. En el mismo espectro también se

observaron sefales pertenecientes a hidrogenos de una molécula de glucosa, con
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el hidrégeno anomérico centrado en 5.03 como un doblete con constante de
acoplamiento de 7.4 Hz, indicando una orientacion beta en la molécula. El resto de
las sefales de la glucosa se observo en 3.98 y 3.8 como un par de sefales dobles
de dobles, adjudicadas a los hidrogenos de un grupo metileno en la posicién H-6’ y
de 3.49 a 3.57 sefales multiples que integraron para 4 hidrogenos que fueron
asignados a los hidrogenos H-2”, 3”, 4” y 5” de la molécula de glucosa. También
en este espectro se observo un singulete en 3.98 sobrelapado con uno de los
hidrégenos H-6, que integré para tres hidrogenos, asignado a un grupo metoxilo

bencénico.

El espectro de RMN-'*C (Figura 30) mostré la presencia de 22 sefales, que
descontando seis de la molécula de glucosa en &¢ 62.50 (C-6 gluc), 71.2,5 74.95,
78.21, 78.34 y 102.91 (C-anomérico) y una del metoxilo en 61.65 ppm, restan 15,
lo que dio evidencia de que se trataba de un flavonoide. El analisis de éstas
ultimas senales detectd un grupo carbonilo a,B-insaturado en 177.53 ppm, nueve
carbonos bencénicos cuaternarios de los cuales dos pertenecen a carbonos no
oxigenados en 104.58 ppm y en 128.09 ppm asignados a C-4a y C-1’; las senales
restantes fueron de once carbonos cuaternarios bencénicos en 6:165.83 (C-7),
162.51 (C-5), 158.26 (C-8a), 152.20 (C-5’), 151.77 (C-3’), 146.52 (C-2), 140.08 (C-
4’), y en 138.27 ppm el carbono en la posicion 3 del anillo de cromona. Este Gltimo
desplazamiento, indicé que el carbono esta oxigenado, tratdndose de un flavonol.
Las sefales restantes pertenecen a carbonos doblete bencénicos en las
posiciones C-6 (99.36 ppm), C-8 (94.58 ppm), C-2’ (108.94 ppm) y C-6’ (111.37
ppm). La posicion glucosidada en la molécula del flavonoide se determiné por las
correlaciones en el espectro HMBC a tres enlaces entre el hidrgeno anomérico
(5.03 ppm) y el carbono en C-3’ (151.77 ppm) y a su vez éste correlacion6 a dos
enlaces con H-2' (7.54 ppm) (Figuras 34 y 35). Un dato adicional es la correlacién
observada en el espectro NOESY entre el hidrégeno anomérico y el hidrégeno H-
2" (7.54 ppm, Figura 33). Por otra parte, la posicion del grupo metoxilo se
determind por la correlacion en el espectro HMBC entre los hidrogenos del grupo
metilo a tres enlaces con C-4’ (140.0 ppm) y a su vez éste correlaciona a tres

enlaces tanto con H-2’ (7.54 ppm) como con H-6’ (7.68 ppm, Figuras 34 y 35). Las
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sefales en 6.21 y 6.46 ppm se asignaron a H-6 y a H-8 por comparacién con

datos de la literatura para este tipo de flavonoides.

El espectro HSQC permitié confirmar los desplazamientos y las uniones entre
carbonos e hidrégenos presentes en la molécula (Figura 36) y el espectro COSY
(Figuras 31y 32) la vecindad entre los hidrogenos H-6 y H-8, H-2’ y H-6’ y por otra

parte entre el hidrdgeno anomérico y H-2 de la glucosa.

De esta manera, se pudo establecer que el compuesto aislado corresponde al
nombre de 3-B-O-D-glucésido de 3'-O-metil-miricetina no reportado en la literatura.
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7. Conclusiones

La metodologia empleada permitié la obtencion de un extracto organico
total y uno acuoso a partir de la utilizacion de toda la planta de Eryngium
carlinae D, asi como la obtencion de los extractos de hexano,
diclorometano y acetato de etilo, por fraccionamiento por reparto del
extracto organico total.

Dentro del contenido metabdlico de Eryngium carlinae se encontraron
los fitosteroles p-sitosterol y estigmasterol. Esto a su vez demuestra una

vez mas que estos fitosteroles son compuestos ubiquitos en las plantas.

La parte poco polar de los extractos esta constituida por aldehidos y
acidos grasos saturados de cadena larga.

Se identificé al acido rosmarinico y el 3--O-D-glucésido de 3'-O-metil-

miricetina, en el extracto de acetato de etilo.

De acuerdo con la literatura consultada, este es el primer trabajo en
donde se reportan caracteristicas quimicas y antimicrobianas de la
planta medicinal conocida como “hierba del sapo™ (Eryngium carlinae
D.). A pesar de que el extracto acuoso fue inactivo contra los
microorganismos Gram (+), Gram (=) y el hongo levaduriforme
utilizados; el de hexano, mostré6 mayor actividad inhibitoria de
crecimiento hacia S. aureus y S. faecalis mientras que el extracto de
acetato de etilo inhibi6 moderadamente el crecimiento de todos los

microorganismos utilizados.
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e En general, los compuestos mayoritarios aislados en este trabajo, estan
relacionados con algunas de las actividades medicinales descritas

popularmente.
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8. Perspectivas

Durante la recopilacion bibliografica realizada para este trabajo y en el transcurso
del mismo, se abrid la posibilidad de abrir diversas lineas de investigacion,
enfocadas al estudio de los diversos usos dados a esta planta medicinal. A
continuacion se mencionan los mas importantes tomando como referencia lo ya

estudiado en este trabajo:

Evaluar los efectos de los extractos obtenidos en una prueba de diuresis, ya que el

principal uso de esta planta es para tratar problemas renales.

El estudio del extracto de diclorometano y el acuoso para lograr el aislamiento de
una mayor cantidad de metabolitos que justifiquen su uso.
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Figura 8. Espectro de IR de la mezcla de B-sitosterol y estigmasterol.

-

Fd

o "x.,_*-u..,-"";""‘ -

I ilj

HO

SOX3NVY 0T

I

{8

Juutf]|

SOX3ANY



ANEXOS

|

il

it

‘|osa1sewbnsa A j01a1solis-g ap eozaw el ap (E1DAD ‘ZH 00E) H,; -NINY ap ohdads3 6 einbi4

OH

Joos
R

"

]
54 }

(
}




ANEXOS

(fiml

(8)oolouesooexay
opioe [8 A ‘(1) euiderew) e ‘(G) 0210ULSOJ0P OPIOR [9 OWOD Jse ‘(9) 0dlouesodl A (1) oolouedspeo (g)
odlouedapexay SsOoplde SO| 9P SOJl|l1W SalalSa SO| .ANV Ocm_.mt.mcuﬁmc.mblﬁ_.m.vv _AOCQ__U__HO__uwrc-._”v-N-__erc_Uuw.m._w

-0IpIYeI0-Bg ‘g ‘G By ‘v ‘€ ‘2 ‘T ‘(T) [eusIp-¥'g-e99@ Jod epINNISU0d Bjdzaw €| ap ¥| 9p 019ads3 ‘0T eInbiH

]
55 }

(
}




ANEXOS

[lml

it

nA_n,m 08z

‘ouexay ap 0]1orIIX3 [9p 6-H UQIddel) e| ap sosell soploe ap ejozaw e ap sasel ap ewelbojewol) "TT einbi4

L i< fea

T 0z
[

I 1
pat it

{upu) Sy
-m e

B

7

06

BOLBPUNC BnijE|ay

‘(T) reusalp-y‘z-e28p ap 021uoNI9|8 01oedwi Jod sesew ap o410ads3 ‘gT einbi4

sl

A

gk

o

ML

- 0d

- 0&

- 00k

EOLBP LNy Bnle|eEy

—t—

©
n

—'




ANEXOS

|

it

‘(£) odlourdapeEXaY OpIoR [ap 02I|18W J91S3 [ap 02IU199]e o1oedwi Jod sesew ap osjoads]

zmu
]

'vT einbi

1
ISL  ¥FE 1 OFL gx SiL LLL s

JFH
ME.\.

- Lok e 5

i

0
et
| “va
£8
L=

T

=]

uj
BILEPUNGY BMEEY

108

s — DR

‘(¢) ougjeleu-(suell-4gey)

‘(oualpna|BaW-T)-Z-|NBWIp-8e-04piyeloo-eg ‘9 ‘g ‘ey ‘v ‘€ ‘¢ ‘T |9p 091uono3@ 0)1oedwi Jod sesew ap oJ08ds3 "€T einbi4

_u.ww _u._mN 00z 1) i

ook 0 e

L L
= i T 1 _

o 5Ll o OE

hﬂ

2EZ

—J
e

Irl

‘o
i ) Lk
+0Z i §
£
—.—U/‘...\x\ 1]

|'|:|

_u.w. _u._
.Mu_ Tt _____.____ _“___ T
saill e [T &

5i 1

d

_.ﬁ...__“ _ ____ rm ___ T __

1 1 1 il il 1 1 1
L L] L ¢
! .mmn_ &5 W..

28 "

5 zL 18
- 1g 6L

T

=

o
BIUEPUNG AnE[aY

—t—

N
n

—'




ANEXOS

[l

it

'(g) 0210UBS020p OpIJE |9p 021U0L108]8 0Joedwl Jod sesew ap oJj0ads] ‘9

55T GEE LEE

B

‘() 0210UBIBPEIO0 OPIOE [P 021|)IBW 131S |9p 021U003]8 ojoedwl Jod sesew ap o0ads] ‘GT einbi4

— 0

— i

Zw

_uh_m.m _u,_m__m _u.#.m _n._N,m _n.m.m _n.__mw _".,_m_m. _u..__.N _"._NN _u._".N _u.._m I _u.m.. _u+ I ,_.q. _n 13 _nmm _n__m.
e L b T T L L e b L b et et
sz F ol | el o] | el ), .ML _1:_ __m N

i oEC| 85T ¥ - oz hLb g1 PPl | & -
! [ [ ¥ . i 4 g g 15 oo
i of il A ¥ 55

g7 I gi| &2
cx1 Food]
35T
0 oFH
vl
0
i/

L8

T

(=)

i
BILEPUNGy BafE[EY

T einbi4

AOUEPUNGy aIjE[aY

0
n




ANEXOS

(fiml

it

‘(1) euioeuel gl ap 021U0N23|2 019edwi Jod sesew ap o410ads3 ‘8T einbiH

0%

— 0L

BOUEPLNGY BAGE[SY

rap 1)
3 0gs 003 o ook
-IL I T
0Eb
ol
e
*(9) 0210UBSODLI]) OpIOE [3P 03I113W J3]S3 9P 02IU0193]8 01oedwi Jod sesew ap ondads] '/ T einbi4
prag 11}
T P L T o
ve] e eoe ] T
ok :
Tob
oL

[~ %5

— L

BOLEPUNG & IEJEY

]
59 }

(
}




ANEXOS

_n\_m ¥

'(8) ooloueSsOIEXaY OpIdR [Bp 021U0A93|8 01oedwl Jod sesew ap o40ads3 ‘6T einbi4

Z
05E AE

| :___ _ |

Seb

o0 : _

: p g ey g
8 o _K.m # EEE |if __
16T

BLE  goE

5T o -

= £8 -0

06

IET . . oo

BOUEPUNG & 0E|aY

]
60 |

(
}




ANEXOS

[lml

it

'09|ujtewsol opioe [9p (*P-HOS ZHIN 00%) H; -NINY 9p 0110ads3 “0g einbi-

]
61 |

(
}




ANEXOS

[lml

it

‘0dluLlewso. opioe |3p (YP-HOSIN ZHIN 00T) O -NINY 3p 0.10ads3 T einbi4

]
62 |

(
}




ANEXOS

[lml

it

'09]ujtewsol oploe [9p (*P-HO3 ZHIN 001) ASOD peplfepow H; -NINY ap 04109ds3 "zg einbi-

|
J

63

(
}




ANEXOS

[lml

it

"02]u}ewsol oploe [3p ("P-HO3W ZHIN 00%)(Ugisuedx3) ASOD pepliepow H, -NINY ap 0110ads3 "z einbi4

]
64 |

(
}




ANEXOS

(fiml

it

od|ultewsol oploe [ap (P-HOSIN ZHN 0017) ASION peplfepow H, -NINY ap 04109ds3 "¢ einbi-

|
J

65

(
}




ANEXOS

[lml

it

021ULIBWSOI OISR [3p ("P-HOBIN ZHIN 00%) DEINH PepIepPow H, -NINY ap 0n2adsT 'z einbid

]
66 |

(
}




ANEXOS

[lml

it

0d|ujewsol opioe [9p (YP-HO3N ZHIN 00v) (ugisuedx3) DGNH peplfepow H; -NINY dp 01109ds3 "9z einbi4

|
J

67

(
}




ANEXOS

[lml

it

od|ultewsol oploe [ap (P-HOSIN ZHW 00%7) DOSH peplepow H; -NINY 8p 0J1dads3 */z einbi4

]
68 |

(
}




ANEXOS

(fiml

it

odlujrewso. opioe |3p (YP-HOSN ZH 00%) (Uoisuedx3) DOSH peplfepow H, -NINY dp 04109ds3 gz einbi4

]
69 |

(
}




ANEXOS

[lml

it

"eunadUIW-dW-O-,g ap opisoon|b-a-0-g-¢ 19p ("P-HOBW ZHN 00%) H; -NINY 9p o0ads3 "6¢ einbi4

]
70 }

(
}




ANEXOS

[lml

it

"BUNSILIW-|18W-O-,E 9P 0PISEIN|B-a-O-g-€ 18P ("P-HOBIN ZHIN 00T) g, -NINY 9p 01198ds3 "og einbiy

]
71}

(
}




ANEXOS

[lml

it

“eunaouIw
-[ndW-O-.£ dp opIsoan|b-a-O-g-¢ [9p ("P-HOSN ZHIN 00%) ASOD pepllepow H, -NINY ap 041dads3 "T€ einbi4

]
72 }

(
}




ANEXOS

[lml

it

“eunaouIw
-[BBW-O-.€ ap opIsoan|B-a-O-g-€ 19p ("P-HO3N ZHIN 00F)(ugisuedx3) ASOD pepliepow H, -NINY 9p oidads3 zg einbi4

]
73 }

(
}




ANEXOS

[lml

it

“eunasuiw
-[neW-0O-,€ 9p 0pIseaIN|B-a-O-g-¢ [19p ("P-HO3N ZHIN 00%) ASTON pepliepow H, -NINY 8p oh1dads3 "gg einbi4

]
74 }

(
}




“eunaouIw
-[nBW-O-,€ dp 0pIsoaN|B-a-O-g-€ 19p ("P-HOBN W ZHIN 00%) DDINH peplrepow H. -NINY 8p 04198ds3 ¢ einbid

ANEXOS

(e

]
75 }

(
}




ANEXOS

[lml

it

“eunaduUIW-naw-0O-,£
ap 0pISooN|6-a-0-g-€ 18P (*P-HOBIN ZHIN 00Y) (UgISUBdXT) DFINH PepIepow  H, -NINY 9p 0193ds3 "G einbid

]
76 |

(
}




ANEXOS

[lml

it

“eunasuiw
-[ndW-O-,£ dp opiseaNn|B-a-0-g-€ [9p ("P-HOSN ZHIN 00%) DOSH pepllepow H, -NINY ap 0108ds3 "9g einbi

]
77 }

(
}




	Portada
	Índice General
	1. Introducción
	2. Antecedentes
	3. Justificación
	4. Objetivos
	5. Parte Experimental
	6. Resultados y Discusión
	7. Conclusiones
	8. Perspectivas
	9. Bibliografía
	10. Anexos



