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1. INTRODUCCION Y OBJETIVOS.
México es un pais con gran diversidad bioldgica. Su posicién geogréfica lo sitda en la zona
neotropical con especies vegetales de clima tropical cilido pero también de temperatura
fria. Por esta situacién, nuestro pais es vasto en recursos vegetzles que contienen
constituyentes con uso potencial en los campos de la medicina, la industria quimica, la
agronomia, entre otros. De hecho, las plantas han sido desde hace mucho tiempo fuente de
obtencién de firmacos, pigmentos, enzimas, fragancias, herbicidas, pesticidas, fertilizantes,
etc. Sin embargo, el porcentaje de especies estudiadas desde un punto de vista fitoquimico
es relativamente bajo, lo que hace importante el estudio de nuevas especies con contenidos
metabdlicos potencialmente iitiles, para un mejor aprovechamiento de los recursos naturales
mexicanos.
Esta tesis, es parte de un proyecto de investigacion de plantas localizadas en la regién de
Kalacmul, en el Estado de Campeche, para obtener informacién sobre los compuestos
quimicos, asi como encontrar fuentes potenciales de compuestos Utiles en el drea de la
terapéutica. Blomia prisca, planta objeto de este estudio, pertenece a un género que
recientemente fué reclasificado botinicamente y a la fecha, no existen datos de estudios
quimicos o bioldgicos scbre ella.
Los objetivos generales de su estudio son:

a) obtener principios quimicos con posible actividad biolégica, y

b} contribuir al conocimiento de metabolitos de la flora mexicana como un

aporte quimiotaxondmico.



Para lograr lo anterior, se plantean los siguientes objetivos especificos en este trabajo:
1} aislamiento y elucidacion estructural de los metabolitos secundarios presentes en
ta planta mediante técnicas cromatogréficas, espectroscopicas y por sus propiedades
fisicas, y

2) evaluaci6n de una posible toxicidad de los mismos compuestos empleando al

crusticeo Artemia salina Leach.



2. ANTECEDENTES

2.1 Generalidades de la familia Sapindaceae

2.1.1 Descripei6n botanica de la familia.

La familia Sapindaceae estd constituida por drboles pequefios o grandes, frecuentemente
lefiosos o plantas trepadoras con zarcillos, con savia acuosa; hojas alternas, generalmente
persistentes, a menudo sin estipulas y compuestas, mis a menudo pinadas o bipinadas, €l
margen entero 0 dentado o lobado no tan coménmente en forma punteada; la mayoria de las
veces las flores son poligamo dioicas, regulares o irregulares, con muchos arreglos,
generalmente pequefias y blancas (4 a 5), con sépalos libres (raramente sin éstos o en mayor
numero) ¢ a veces conados, a menudo desiguales, pero en su mayoria imbricados; con 3 a 5
pétalos o sin elios, iguales o desiguales, a menudo escamosos o barbados por dentro e
imbricados con varios discos completos o incompletos, frecuentemente unilaterales; con 8
estambres, raramente 5 6 10; cominmente hipéginos e insertos dentro del disco; filamentos
cominmente alargados, filiformes o subulados, a menudo vellosos; anteras oblongas o
lincales, basifijas o versitiles, ovario central o excéntrico, entero, lobulado o partido casi
hasta la base, mds a menudo trilocular, estilo terminal o basal entre los [$bulos, simple o
divididos, derechos o declinados, el estigma por lo comiin simple; ¢vulos anitropos
campilétropos, o anfitropos, 1 a 2 o raramente mas en cada cavidad, fijos al eje, ascendentes;
indehiscentes o variadamente dehiscentes, los carpelos a menudo separados (cuando estan
maduros) de un eje central semillas globosas o comprimidas, ariladas o desnudas, con
endospermo; el embridn grueso, a menudo plicado, cotiledones planos, convexos,

desiguales, radicula corta inferior.

2.1.2 Clasificacion botdnica de la familia Sapindaceae.

Esta familia contiene cerca de 40 géneros, ampliamente distribuidos, casi todos, en regiones
tropicales del planeta y comprende dos subfamilias, con sus respectivos géneros que a
continuacion se describen (Hegnauer, 1973). Cabe seiialar que al momento de hacer esta

clasificacidn, el género Blomia no habia sido descrito.



Sapindoideae:

SUBFAMILIA;

GENEROS
Allophylus
Blighia
Bridgesia
Cardiospermum
Cupania
Deinbollia
Elatostachys
Guioa
Haplocoelum
Jagera
Lepidopetalum
Lepisanthes
Litchi
Nephelium
Otophora
Pappea
Paullinia
Pometia
Pseudima
Sapindus
Sarcopteryx
Serjania
Trigonachras
Valenzuelia

Xanthospermum.

Dodonaeoideae:
GENEROS
Dodonacea
Ganophyllum
Harpullia
Koelreuteria
Llagunoa
Magonia



Los estudios quimicos efectuados en este grupo de plantas han llevado al aisiamiento y
caracterizacion de saponinas, esteroides (Briggs, et al, 1967; Mahato, et al,, 1971),
diterpenos (Jefferies, et al., 1967; Dawson et al., 1966), triterpenos pentaciclicos,
flavonoides (Dawson, et al., 1966; Venkateswara, 1962; Paris et al., 1970), cumarinas
(Plouvier, 1968), compuestos cianogénicos (Siegler, et al., 1971), aminoacidos (Fowden, et
al.,1969; Sung, et al., 1969; Ellington, et al.,1959), y alcaloides (Johns, et al.,1969).

En el Cuadro | se describe la localizacion geogrifica, asi como ejemplos de los metabolitos

secundarios contenidos en algunos géneros de la familia Sapindaceae.



Cuadro 1. Metabolitos secundarios contenidos en algunos géneros de la familia

Sapindaceae.

NOMBRE DE LA|LOCALIZACION [COMPUESTOS
PLANTA
Blighia sapida Africa Saponinas de hederagenina (1) y dc oleandlico (2)
{Haynes, 1963)
Sapindus emarginatus | India Saponina de hederagenina (3) (Ramachandra, 1966)
Lithospermum Michoacan, Edo. de | Saponinas
halicacabum México y
Durango
Sapindus saponaria Oaxaca, Sonora y|5,7-dihidroxi-4’-metoxiflavona (4), luteosaponinas  y
Guerrero taninos; o y P-amirina (5 y 6), P-sitosterol (7) y
hederagenina (1) (Jacobs, 1925)
Serjania triguetra Puebla, Guerrero, | Acetato de estigmasterol (8), 4cido acetil oleanélico (9),
Michoacan ¥ | dcido acetil morélico (10), diacetil hederagenina (11), 11-
Morelos o-hidroperoxidiacetil hederagenina (12) (Chévez, 1991)

Dodonaea viscosa

Sonora, Michoacan

v Morelos

Resina 4cida, grasa, taninos, flavofenos, mucilago y glucé
sidos, aceite esencial; triterpenos, dodondsides A y B,
flavonoides, 4cido hautriwaico (13), sakuranetina, 6-
hidroxicanferol-3,7 dimetil éter (14), el diterpeno ens-
15,16-epoxi-9aH-labda-13(16),14-dien-3p,8a-8-diol (15)
y el éster para-cumidrico del L- myoinositol {1-L-1-O-
metil-2-O-acetil-3-p-cumaroil-myoinositol (16) (Castafie-
da, 1991)




Esquema 1. Férmulas de los metabolitos secundarios presentes en algunos géneros

de la familia Sapindaceae.
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2.1.3 Usos etnomédicos de algunas especies de la familia Sapindaceae

Algunos géneros de esta familia han sido empleados con interés terapéutico dentro de la
medicina tradicional mexicana (Gallardo, 1994). Tal es el caso de Lithospermum
halicacabum L. (alfombrilla), empleada en el estado de Michoacdn como agente antiséptico
contra la diarrea y en el Estado de México para enfermedades de los 0jos, como diurética y
por sus propiedades sudorificas. Por otra parte, los frutos de Sapindus saponaria sc emplean
en el estado de Guermero para evitar la caida del cabello; también se utilizan para
enfermedades reumaticas (Q. Roo), como febrifugos y para padecimientos renales, Las
hojas son empleadas para curar llagas y heridas. Serjania triquetra se prescribe para
padecimientos renales utilizando toda la planta o el tallo en cocimiento; asimismo para la
hepatitis 0 “mal amarillo” y para hemorragias utetinas. Serjania racemosa se indica para el
tratamiento de diabetes y para problemas renales, como desinflamatorio o diurético.
Dodonaea viscosa se utiliza en Oaxaca para la infertilidad, menorragia y aborto, y para la
recuperacion post-parto. Cupania dentata es empleada como antiinflamatorio, analgésico y

para “el susto” (Dominguez, et al., 1980; Trotin, et al., 1982; Wagner, et al.,1987).

2.2 Generalidades de Blomia prisca.

2.2.1 Descripcién morfoldgica

Arboles hasta de 25 m. de alto, con hojas altemnas, peripinnadas, o falsamente
imparipinnadas y foliolos subopuestos, enteros. Flores poligamo-dioicas dispuestas en
paniculas axilares. Ciliz quinquepartido. Corola nula. Disco grueso, crenulado glabro.
Estambres 5-6 insertos por dentro del disco, de filamentos libres y anteras introrsas, insertas
cerca de la base. Ovario asimétrico, unilocular, tomentuloso. Ovulo inico, inserto algo abajo
de la mitad de la sutura ventral, ascendente, hemitropo, de rafe ventral, Estigma casi sentado,
simple, subcapitado. Fruto muy asimétrico, con el borde ventral mucho mdés corto que el
dorsal, obovoidea, sin arilo, testa druposa, con la parte externa pulposa y la interior coriicea;
endospermo nulo; cotiledones gruesos, yuxtapuestos transversalmente, el inferior un poco
mas pequeiio que el superior; radicula doblada, cpuesta a la sutura del fruto, dirigida hacia

abajo {Miranda,1953).

10



2.2.2 Clasificacion taxondtnica (Cuadro 2).

El géncro Blomia se cre6 como una segregacién del género Cupania, de acuerdo a las
diferencias morfolégicas encontradas por Lundell (1961). Aparentemente el género Blomia
es cercano a Cupania y vegetativamente es dificil de distinguir de éste. Las diferencias
radican en la disposicién de la radicula, y por el cardcter indehiscente de los frutos en
Blomia, en el cual las semillas quedan en libertad después de la putrefaccién de los mismos,
y en ¢l caso de Cupania, el caricter dehiscente del fruto permite que las semillas se liberen
espontineamente de €] una vez que éste madura. El género Blomia ha sido dedicado al

profesor Frans Blom, incansable explorador de la selva lacandona.

Cuadro 2. Clasificacién taxonémica de la especie vegetal en estudio segiin Cronquist
(1981).

REINO: Plantae

DIVISION: Magnoliophyta

CLASE: Magnoliopsida

SUBCLASE: Rosidae

ORDEN: Sapindales

FAMILIA: Sapindaceae. {A.L. de Jussieu 1789 nom conser)
GENERQ: Blomia

ESPECIE: Blomia prisca.

En el mapa contiguo se sefiala la localizacidn geografica de Blomia prisca en el Estado de

Campeche (zona de Kalacmul) (INEGI, 1996).

11



(4!

YUCATAN

GOLFO DE MEXICO

QUINTANA ROO
O »
»
-
O J
\gﬂ KALACMUL
TABASCO BELICE
REPUBLICA DE GUATEMALA

L]
L]
L}
1
]

Localizacion geografica de Blomia prisca en el Estado de Campeche.



2.3 Generalidades de taninos

2.3.1 Definicién

Historicamente, la importancia de los taninos esta ligada a sus propiedades curtientes, es
decir, la transformacién de la piel fresca en un material imputrescible: el cuero. Existe el
tanino de castaiio (Castanea sp.) o de roble (Quercus sp.) o también taninos de
anacardidceas, de leguminosas o de combreaticeas. Algunos de estos taninos se emplean en
la actualidad, para la obtencién de cueros destinados a usos especificos. El resultado del
curtido, es el establecimiento de enlaces entre las moléculas de los taninos y las fibras de
colagena de la piel, lo que confiere a la misma una resistencia al apua, al calor y a la
abrasién. Esta capacidad de los taninos de combinarse con macromoléculas, explica que
dichos compuestos precipiten la celuiosa o las pectinas, y la astringencia al precipitar las
glucoproteinas salivales (Hendrickson, 1973).

La combinacién entre los taninos y las macromoléculas se establece por medio de enlaces de
puentes de hidrégeno entre los grupos fendlicos de los taninos y determinados lugares de las
proteinas y otros polimeros. Pueden haber otros tipos de enlace, por oxidacién de las
estructuras a quinonas y establecimiento de enlaces covalentes. Debido a sus propiedades, la
definicion de los taninos es la de ser “compuestos fenélicos hidrosolubles que tienen un peso
molecular comprendido entre 500 y 3000, que presentan junto a las reacciones cldsicas de

los fenoles, la propiedad de precipitar alcaloides, gelatina y otras proteinas”.

2.3.2 Clasificacidon
Se distinguen dos grupos de taninos: hidrolizables y condensados, que difieren por su
estructura y por su origen biogenético.

Los taninos condensados o proantocianidoles (20) son polimeros de unidades
derivadas del flavano (21), la mayoria de las veces, ligadas entre ellas por enlaces en C4-C8;
son resistentes a la hidrélisis.

Los taninos hidrolizables (hidrolizados en medio 4cide y alcalino, o por via
enzimdtica) son ésteres de glucosa (o de compuestos semejantes) y de acidos fendlicos:

acido gilico (19) (taninos galicos o 4cido hexahidroxidifénico) y sus derivados (taninos
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eligicos (22)). Estos taninos son caracteristicos de las dicotiledoneas mientras que los

taninos condensados se encuentran tarbién en helechos y gimnospermas.

Acido gélico.

Fué aislado en 1786 por primera vez Scheele de agallas vegetales fermentadas y como se
mencioné en parrafos anteriores, estd presente en muchos taninos. Se ha empleado en
curtiduria, como reactivo analitico en soluciones reveladoras en fotografia y en pruebas para
detectar acidos minerales libres, asi como para torio, titanio, cerio y cobre, dihidroxiacetona
y alcaloides (Welcher, 1983). La categoria terapéutica descrita para este compuesto en el
Merck Index (1996). es como astringente; de hecho, se ha empleado en terapéutica
veterinaria como astringente intestinal, Otras actividades informadas en la literatura son:
antioxidante (Zademowski, 1996; Miller, 1996), inhibidora enzimatica (Schmeda, 1996),
antibacteriana (Richards, 1996; Saxena, 1994), y anti-inflamatoria (Kroes, 1993 ) En las
plantas, estd relacionado con el fenémeno de inhibicidn floral en Kalanchoe Blossfeldiana

(Pryce, 1972). Los taninos géalicos han mostrade actividad antitumoral (Lin, 1996).

Esquema 2. Estructura de los taninos condensados.

Flavano (21)

Proantocianidol (20)
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Esquema 3. Estructura de los taninos hidrolizables.

Acido gélico (19) Acido elagico

n=012

Tanino galico (22)
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3. PARTE EXPERIMENTAL

3.1 Material y Equipo utilizado

Para las cromatografias en columna abierta se utilizé como fase estacionaria gel de silice
Merck, malla 230-400, y Kiesclgel 60 GFjs, El analisis por cromatografia en placa fina
analitica se llevé a cabo en cromatofolios Alugram Sil G/UV 254. Macherey-Nageel Duren
y como reveladores una limpara UV Spectroline Modelo Ex-20 a 365 ¥ 254 nm de longitud
de onda, y solucion de sulfato cérico al 1% en acido sulfirico 2N (Stahl, 1969). Las
cromatografias preparativas se realizaron en placas Merck de 2 mm,l mm y 0.5 mm de
grosor y una superficie de 20 X 20 cm.

Los puntos de fusién se determinaron en un aparato Fisher-Johns, y no estén corregidos.
Los espectros en el UV se determinaron en un espectrofotémetro Shimadzu UV 160.

Los espectros en el IR se obtuvieron en un espectrofotémetro Pékin-Elmer 283-B.

Los espectros de RMN de 300/75 MHz se obtuvieron en un espectrémetro analitico Varian
XR-300, utilizando como disolventes CDCl; y acetona deuterada ¥ comno referencia interna
tetrametilsilano (TMS).

Los espectros de masas se obtuvieron en un espectrémetro Hewlett Packard 5985-B,

ultilizando la técnica de ionizacién por impacto electrénico a 70 eV,

3.2 Material Vegetal.

El material vegetal utilizado en este estudio se recolectd el 17 de Mayo de 1997 en el
Municipio de Kalacmul, Estado de Campeche (Fig. 1) a 4 Km al E de Dos Naciones,
camino al Civalito. 17°,57" 26"N. 89° 20',4” W. Elevacién 360 m s n m. Selva ala
perennifolia. Es un drbo! que llega a medir hasta 25 m, con frutos comestibles por el
ganado. Fue identificado por el Bidlogo Esteban Martinez de la Universidad Nacional
Autdénoma de México, como Blomia prisca (Standley) Lundell. La muestra boténica de
referencia se encuentra depositada en el Herbario del Instituto de Biologia (MEXU
839521),

3.3 Extraccidn y Fraccionamiento Preliminar.

El material vegetal (1 Kg de hojas y tallos) se dejo secar a temperatura ambiente y se molié

en un molino de cuchillas modelo Wiley y se extrajo exhaustivamente a temperatura



ambiente con hexano, CH,Cly y metanol. En los tres casos el disolvente se elimind por
destilacion in vacuo obteniéndose 3.63 g de extracto hexdnico, 4.21 g de extracto

diclorometanico y 49 g de extracto metandlico.

3.4 Analisis Cromatografico del Extracto Metandlico.

4.18 g del extracto metandlico se fraccionaron mediante cromatografia en columna
utilizande como adsorbente gel de silice (125.4 g). La muestra se aplico en seco, adsorbida
en 4 g de la misma gel y se eluyé con una mezcla de cloroformo-acetona de polaridad
creciente (Esquema 1). Se obtuvieron un total de 206 fracciones de 100 ml, cada una
reuniéndose las que fueron similares cromatograficamente.

En et Cuadro 3 se resumen ¢l niimero de fracciones obtenidas y los sistemas de eluyentes

empleados para ello.

Cuadro 3. Fraccionamiento mediante cromatografia en columna del extracto metanélico de

Blomia prisca

ELUYENTE PROPORCION NUM.DE
FRACCIONES

Cloroformo 100% 1-13
CHCls.Acetona 90:10 14-17
CHCl;_Acetona  |85:15 18-23

CHCl;3 Acetona 80:20 24-63
CHCly.Acetona 70:30 164-75

CHCl; Acetona 60:40 76-77
CHCl;.Acetona 50:50 78-107

CHCl;3 Acetona 40:60 108-152
CHCls.Acetona 3070 153-162
CHCiyAcetona  {20:80 6182
Acetona 100% 183-206
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Esquema 4. Procesamiento de las partes adreas de Blomia prisc:a

Material vegetal seco

Exraccion
con hexano
Residuo vegetal Extracto hexénico
desgrasado
Extraccién
con CH;C!;

Extracto CHzCl» Residuo vegetal
Extraccidn

con MeOH

Extracto MeOH Residuo vegetal

Separacion cromatografica
por columna de gel de silice

Ester metilico del acido gélico

Acetilacién

Ester metilico del &cido 3,4,5-tri-O-acetilgilico

3.5 Aislamiento y purificacion del éster metilice del 4cido galico.

Las fracciones del Cuadro 3 fueron agrupadas en nueve subfracciones, de las cuales, en las
fracciones 35 a 94 se observé la presencia de un compuesto mayoritario con Ry de 0.2
(CHCls-acetona 6:4, v/v) por cromatografia en capa fina. Estas fracciones en conjunto
fueron lavadas con cloroformo y el residuo insoluble se cristalizé de cloroformo-acetona,
dando como resultade un compuesto en forma de agujas cristalinas (176.7 mg. 4.2 %) que

fue identificado como éster metilico del dcido gilico (17), de acuerdo a la comparacién de

18




Sus caracteristicas fisicas y espectroscopicas con las reportadas en la literatura quimica

(Sadtler, 1961 y 1974).
p.f: 228-240 °C (lit. 201-203°C, Buckingham, 1994).

Férmula molecular: CgHz0s

uv Amix. (EtOH): 216 (g, 4510), 275 nm (g, 11 970)

IR Vanix (Pastilla) em™': 3517, 3367 - 2600 (ancho), 1691, 1617, 1534,
1467, 1442, 1371, 1328, 1261, 1210, 1097, 1053, 1003, 866, 765,
748, 649, 589.

RMN'H 300 MHz Acetona-ds &: 8.32 (sa, -OH), 7.12 (s, 2H, H-2 y

6),3.79 (s, 3H, -OCH,).

RMN"C 75.5 MHz Acetona-ds 8: 167.3 (-COOH), 146.0 (C-3 y 5, 138.6
(C-4), 121.5 (C-1), 109.6 (C-2 y 6), 51.8 (-OCH;).

EMIE m/z (%): 184 [M"] (92), 166 (3.6 ), 153 [M*-OCHj], (100), 139

(2.2),97(2.2), 79 (10.8), 69 (2.2), 51 (12.9), 39 (3.6).

3.6 Obtencién del éster metilico del 4cido 3,4,5-tri-O-acetilgalico (18).

14.7 mg del compuesto (17) fueron sometidos a una reaccién de acetilacién con anhidrido
acético durante 12 horas a temperatura ambiente, obteniéndose 15.6 mg de un producto
principal de esta reaccién (70% de rendimiento) con R de 0.8 (CHCly/acetona 8:2). El
producto de acetilacion se caracterizd como el éster metilico del #cido 3,4,5-tri-0-

acetilgilico (18) por sus siguientes caracteristicas:

Férmula molecular: C4H,405

Cristales p. f: 116-117 °C (lit. 120-122 °C, Buckingham, 1994)

R Vmax (pelicula): 2953 -2600 (ancho), 1776, 1721, 1617. 1499, 1431,
1372, 1328, 1252, 1190, 1170, 1655, 1013, 909, 857, 8i8, 768, 535

-
cm .
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RMN'H 300 MHz CDCl, 3: 7.80 (s, 2H, H-2 y 6), 3.91 (s, 3H, -OCH3),
2.31 (s, 3H, -OCOCH3), 2.30 (s, 3H, -OCOCH;).
RMN"*C 75.5 MHz,CDCly , 3: 167.6 (CH;CO00-), 164.8 (-COOH),

1433 (C-3 y 5), 138.5(C-4), 128.2 (C-1), 122.2 (C-2 y 6), 52.5
(CHs-0), 20.5 (CH;CO-).

EMIE m/z (%): 268 [M"] (10.2), 253 (0.4), 237 (4.6), 226 [M" - CH,CO-]
(47.6), 209 (14), 185 (9.3), 184 [M"* - 2 x CH,CO-] (100), 183
(5.6), 167 (0.4), 153 (13), 125 (2.8), 124 (1.8), 97 (0.9), 79 (0.9), 69

(1.4), 59 (1.4), 43 (51.4),42(0.4).

3.7 Particion del extracto metandlico con acetato de etilo y agua.

200 ml de agua se adicionaron a 30g de extracto metandlico de Blomia Prisca y se
extrajeron con AcOEt. Los extractos organicos combinados (F.0.1) mostraron la presencia
de componentes muy polares por ccf, en el sistema de elucion CHCls-acetona 4:6 {v/v). La
fase acuosa se acidulé con HCl al 10% hasta alcanzar pH 2 y se calentd a reflujo por 10 hrs.
Al cabo de este tiempo se enfrié y extrajo tres veces con AcOEt (800ml). El disolvente
orgdnico se evapord obteniéndose una mezcla compleja de compuestos que mostraron por
ccf ser mds polares que el éster metilico def acide galico (i7), aislade por ccf del extracto
metanélico. Por adicion de CHClj se formé un precipitado (521 mg) el cual se purificé por
cromatografia en columna de gel de silice (17.13 g, 70-230 mallas), eluyéndose con
mezclas de CHClsy-acetona de polaridad creciente. Este procedimienio permitié el
aislamiento de 87 mg (1.5 %) de un compuesto cristalino que se oscurece con la luz, con R¢
de 0.5 (CHCl/acetona 3:7) y se identificé como el 4cido gilico (19) de acuerdo con las

caracteristicas fisicas y espectroscdpicas que mostro:

Formula molecular: C;HgOs

Cristales, P. f: 233-236 °C {desc.) (235-240 °C desc., lit. Buckingham, 1994).

uv Amax (EtOH): 216 (g, 25 500), 270 (g, 9550) nm.
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IR Vinix (pastilla) cm™': 3317, 2922, 2852, 1689, 1629, 1549, 1454,
1403, 1346, 1269, 1097, 1046, 866, 766.

RMN'H 300 MHz, acetona-dg, 5: 8.6 (s a, -OH), 7.16 (s, 2H, H-2 y
6).

RMN"C 75.5 MHz, acetona-dg, 8: 167.7 (-COOH), 145.6 (C-3y 5),
138.2 (C-4), 121.6 (C-1), 109.6 (C-2 y 6).

EMIE m/e (%): 170 [M'], (99.29), 153 [M"-OH], (100), 135 (8.5),

125 (18.4), 117 (25.4), 107 (38.9), 99 (9.2), 85 (2.8), 79 (12.7),
69 (2.8), 59 (4.9), 51 (7.1, 43 (12.7).

3.8 Determinacién de Ia actividad toxica en el crusticeo Artemia salina (McLaughlin et al.,
1991).

3.8.1 Preparacién de los organismos y muestras.

Se prepar6 una solucion de agua de mar comercial (3.8 ml de agua salada por litro), dentro
de un recipiente de vidrio previamente acondicionado con una bomba de oxigeno, un
termdmetro y una ldmpara. Se adicionaron los huevecillos de Artemia salina Leach y se
dejaron en maduracién durante 48 hs. Al cabo de este tiempo, se disclvieron 20 mg de cada
muestra {extracto, fraccién o compuesto puro) en 2ml de un disolvente adecuado (cuadro
4). De esta solucion, se transfirieron 500, 50, y 5 pl a frascos viales. Posteriormente, se
evapord completamente el disolvente de cada tubo, con corriente de nitrogeno y cada uno
de los residuos se aforé a 5 ml con medio salino artificial (Ocean Instant), con lo que se
obtuvieron concentraciones de 1000, 100 y 10 pg/ml, respectivamente. La prueba con cada

muestra se realizé por triplicado.
3.8.2 Bioensayo.
Se realizd transfiriendo 10 larvas de Artemia salina dentro de cada tubo que contenia la

muestra por evaluar. Después de 24 horas de contacto entre las larvas y la muestra a 28° C,

se contaron los crusticeos sobrevivientes y el resultado se expresé por medio de Ia
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concentracién letal 50 (CLsq) calculada mediante el Programa de Anilisis de Probabilidad
de Finney (PROBIT} (Anderson, 1991) (Cuadro 4).
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Cuadro 4. Resultados de la determinacién de la actividad téxica a Artemia salina de los compuestos probados.

Muestra Solubilidad (ml} |pug/mi |NUm. de sobrevivientes Nuam. de muertos CL s

Extracto metanol 1000 6/10 6/10 7/10 4/10  14/10 3/10

MeCOH 100 6/10 7/10 6/10 4/10 3/10 4/10 > 1000
10 6/10 6/10 5710 410 14/10 5/10

Extracto metanol/acetona | 1000 8/10 710 7410 2/10 3/10 3/10

CH,Cl; 1:1 100 8/10 6/10 6/10 2/10 4/10 4/10 > 1000
10 710 710 910 3/10 3/10 1710

Extracto metanol/acetona | 1000 9/10 110 (10/10 |1/10  [0/10 0/10

hexdnico 1:1 100 10/10  |10/10 |10/10 ([0/10 |0/10 0/10 > 1000
10 10/10 10/10 1710 |0/10 0/10 /10

Extracto metanol 1000 1/10 1/10 0/10 910 |9/10 10/10

F.O1 100 8/10 8/100 [5/10 2/10 2/10 5/10 70
10 710 710 8/10 3/10  |3/10 2110

Acido galico | acetona/etanol 1000 9/10 9/10 9/10 1/10 1/10 1/10

1:1 100 910 10/10 9/10 2/10 0/10 1/10 > 1000

10 8/10 9/10 710 2/10 /10 3/10

Ester metilico | metano/ acetona | 1000 2110 2/10 0/10 8/10 8/10 10/10

del dcido 1:1 100 6/10 710 6/10 4/10 3/10 3110 75

gilico 10 8/10 8/10 7/10 2/10  |210 310




4. DISCUSION DE LOS RESULTADOS

En la literatura no se encontraron reportes previos sobre estudios gquimicos y/o
farmacolégicos realizados en Blomia prisca, sin embargo, ya que la familia Sapindaceae
estd constituida por géneros con compuestos quimicos biolégicamente activos (v.
Antecedentes), se realizd el estudio fitoquimico del material vegetal antes mencionado.
Para efectuar lo anterior, primeramente se identificd botédnicamente la planta, y
posteriormente se prepararon los extractos hexanico, de diclorometano y metandlico de las
hojas y tallos. Se estudié el extracto metandlico de Blomia prisca, ya que éste tuvo un
mayor contenide metabdlico, hecho observado por ccf. Come seguimiento de una actividad
bioldgica a lo largo de la extraccidon y fraccionamiento del material vegetal, se empled la

prueba de toxicidad al crustaceo Artemia salina Leach.

4.1 Aislamiento del éster metilico del dcido galico (17)

El extracto metandlico se sometié al proceso de fraccionamiento por cromatografia en
columna, separdndose por cristalizacion espontanea un compuesto que presentd un p.f. de
228-240 °C, con absorciones en el espectro UV a 216 y 275 nm (ESPECTRO 1) que
evidenciaron en la molécula la presencia de grupos cromoféricos derivados del benceno.
Estos mismos se apreciaron al incidir la tuz UV sobre el compuesto aplicado a una placa
cromatografica de gel de silice. En el espectro en el IR (ESPECTRO 2} se apreciaron
bandas anchas de absorcion a 3517, 3367 y 3200 cm’™! que se asociaron con la presencia de
varios grupos oxhidrile asociados en la molécula; en 1691 em’', se observé una banda de
grupo carboxilo que podia ser de dcido o del éster de un 4cido aromitico con puentes de
hidrogeno intramoleculares (Pretsch, 1980). Otra banda observada a 1617 cm’’, se asigné a
la vibracién de carbono-carbono doble ligadura de un compuesto aromatico. En 2850, 1467
y 1371 em'', se observaron bandas para grupos metilo y en 1053 y 1210 cm’! bandas anchas
para la vibracion C-0O.

La presencia de un grupo bencénico se confirmé en el espectro de RMN de hidrégeno
(ESPECTRO 3) el cual mostré una seital en la zona de los hidrogenos aromaticos, a 7.12

ppm y que integré para 2 hidrogenos; en 8.32 ppm, una sefial ancha que desapareci6 al
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adicienar 110, indicé la presencia de oxhidrilos fendlicos, que correlaciond con las
absorciones en el R para estos grupos. En 3.79 PP, se aprecié un singulete que integrd
para 3 hidrogenos y de acuerdo a su desplazamiento quimico se asigno a un grupo metoxilo.
El singulete ancho a 3.41 ppm se consideré como humedad en la muestra. Al no
encontrarse més sefiales en este espectro se concluyé que tanto el grupo metoxilo como el
carboxilo y oxhidrilos debian estar unidos al anillo bencénico. Por otra parte, la observacion
de las sefiales del espectro de '3C en & 146 y 109.6 ppm (ESPECTRO 4), confirmé la
presencia de funciones oxigenadas en tres de los carbonos del benceno. La localizacion de
los sustituyentes en el anillo se resolvié por la simplicidad de sefiales del espectro de
RMN'H observado que denotaba un arreglo simétrico, al existic una sola sefial sin
acoplamiento para los hidrégenos bencénicos, permitiendo las siguientes posibilidades

estructurales (Figura 2).

OOH CHa OCH,4 H

H H H Hi H H H
Ha COCH OH COOCHy
17 23 24 25

Figura 2. Posibles arreglos de los sustituyentes con simetria estructural en el anillo

bencénico.

Las bandas miiltiples y anchas observadas en el IR entre 3517 y 3200 sugerian que los
grupos oxhidrilo se encontraban asociados dentro de la molécula, como en Ia estructura 24,
¥ por lo tanto, el metilo debia estar esterificado al carboxilo. La sefial observada tanto para
2 de los hidrégenos aromiticos (en RMN-'H) como para 2 de los carbonos de los oxhidrilos
(en RMN-"C) sugiere la equivalencia de estos grupos en el anillo, por lo que éstos (C-H,
C-Hy C-OH, C-OH), debian estar en posicién meta entre si, y la vecindad electrénica de
los primeros es uniforme (Figura 2). La localizacion del grupo carboximetilo vecinal a los 2

hidrégenos bencénicos se confirmé por los desplazamientos quimicos calcutados en RMN



de 'Hy de '*C para 17 (Pretsch, et al., 1980), eliminandose la posibilidad de la existencia
de 25.

El espectro de RMN'"C (ESPECTRO 4) mostré la presencia de 6 sefiales. E| anilisis del
espectro en su modalidad DEPT ( ESPECTRO 5) indicé sefiales de un metilo unido a
oxigeno (8 51.8) y de un carbono protonado (& 109.6), en consecuencia, la molécula debia
tener 4 carbonos totalmente sustituidos, lo que sumaba 8 carbonos en total en la molécula.
De esta manera se concluia que las sediales correspondian a un metilo, dos carbonos
protonados equivalentes, un carboxilo y 4 carbonos totalmente sustituidos, dos de los cuales
eran equivalentes y unidos a un oxigeno.

La sefial en 8 167.3 ppm se asigné al carbono del carboxilo; en & 146.0 y 138.6 se
establecieron las sefiales de los carbonos 3,4y 5, base de los oxhidrilos; en 121.5 ppm, la
sefial para el carbono 1, base del grupo carboximetilo y en & 109.6 ppm, la seiial para los
carbonos 2 y 6.

El espectro de masas (ESPECTRO 6) corrobord el peso molecular esperado, y corresponde
a una formula melecular CgHzO;s que permite 5 insaturaciones. Cabe sefjalar que el
fragmento més estable correspondié al jon por pérdida del grupo metoxilo. De esta manera,
se asignd al compuesto la estructura del éster metilico del acido 3,4,5-trihidroxi benzoico
(17} (Cuadro 5) conocido como éster metilico del 4cido gélico. Los datos espectroscépicos
obtenidos, concuerdan con los encontrados en la literatura para este compuesto (Sadtler
1961 y 1974). Por otra parte, la presencia de este tipo de dcidos es comin en plantas que

contienen taninos.
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Cuadro 5. Constantes espectroscépicas y espectrométricas del éster metilico def icido

galico (17).

COOCH,

OH

OH

UV, Amix, (EtOH) nm (e) (Espectro 1)

216, 275 (g, 4510, 11970)

IR, vimix (pastilla), cm™, (Espectro 2)

3517, 3367 (ancho), 2600 (ancho), 1691,
1617, 1534, 1467, 1442, 1371, 1328, 1261,
1210, 1097, 1053, 1003, 866, 765, 748, 649,
589.

RMN'H, 300 MHz Acetona-ds (Espectro 3)

6: 8.32 (sa,~OHs 3,4,5), 7.12 (s, 2H, H-2 y
6), 3.79 (s ,3H, -OCHs).

RMN"C, 75.5 MHz, Acetona-dg (Espectro
4

8 167.3 ((COOH), 146.0 (C-3 y 5), 138.6
(C-4), 121.5(C-1), 109.6 (C-2 y 6), 51.8
{(-OCHs)

EMIE m/z (%) (Espectro 6)

184 [M*(92), 166 (3.6), 153 [M*- -OCH;)
(100), 139 (2.2 ), 125 (0.5), 97 (2.2), 79
(10.8), 69 (2.2), 51 (12.9), 39 (3.6).

4.2 Preparacion del derivado tri-O-acetilado def compuesto (17)

La acetilacién del compuesto 17 por tratamiento con anhidride acético, confirmé

quimicamente la presencia de los oxhidrilos fendlicos en la molecula al formarse el

correspondiente derivado tri-O-acetitado (compuesto 18) (Figura 3).
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COOCH,

CH,0Cd COCH,
OCOCH;

Figura 3. Ester metilico del dcido 3,4,5-tri-O-acetilgilico (18)

Las principales diferencias observadas espectroscépicamente con el compuesto 17 fueron la
desaparicién de las bandas en 3517, 3367 y 2600 cm™ en el espectro en el IR (ESPECTRO
7). propia de oxhidrilos y la aparicién de una banda intensa en 1776 cm”' del carbonilo de
los grupos acetilo. En el espectro de RMN 'H (ESPECTRO 8) se observé la aparicién de un
par de singuletes intensos en & 2.31 y § 2.30 ppm que integraron para 9 hidrégenos,
correspondientes a los metilos de los grupos acetilo, también fué evidente la desaparicion
del singulete ancho en 8.32 ppm correspondiente a los oxhidrilos del compuesto 17. El
espectro de ’C (ESPECTRO 9) mostré la presencia de una sefial intensa en 167.6 y 1648
ppm para los tres carbonos de los carboxilos adicionales al del éster existente, por otra
parte, la sefial de los carbonos 2 y 6 se desplazé 12 ppm a campo bajo, localizindose en
122.2 ppm, debido al efecto electrénico paramagnético motivado por los grupos O-acetilo
vecinos a ellos. Asimismo, se hicieron evidentes las sefiales para los metilos de los acetilos
en 20.5 (C-3 y 5) y 20.1 (C-4) ppm. Finaimente, e} espectro de masas (ESPECTRO 10)
mostrd fragmentaciones en la molécula para la pérdida de tres grupos acetilo y un grupo
metoxilo, en m/z 268, 226, 184 y 153 el peso molecular observado para este detivado (310

unidades de masa), permitié el caleulo de una férmula Cy4H;4Q5 con un IDH=8 {Cuadro 6},
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Cuadro 6 Constantes espectroscopicas y espectrométricas del éster metilico del #cido

3,4,5-tri-O-acetilgilico (18)

CH40CA

COOCH,

COCH,

OCOCH,

IR vingy: (pelicula), cm™ (Espectro?)

2953 -2600 (ancho), 1776, 1721, 1617, 1499,
1431, 1372, 1328, 1252, 1190, 1170, 1055,
1013, 909, 857, 818, 768, 535.

RMN'H, 300 MHz, CDCl; (Espectro 8)

5 7.80 (s, 2H, H-2 y 6), 3.91 (s, 3H, -OCH3),
2.31y2.3 (25, 9H, 3 x -OCOCHj).

RMN"C, 75.5 MHz,CDCI; (Espectro 9)

8 167.6 (CH;COO- x 2), 166.4 (CH;0CO-),
164.8 (CH3.COO-), 143.3 (C-3 y 5), 138.5
(C-4), 1282 (C-1), 1222 (C-2 y 6), 52.5
(CH3-0), 20.5 (CH,CO-).

EMIE m/z (%) (Especiro 10)

310 [M'],268, [M™-42 (100}, 253 (0.4), 237
(4.6), 226 [M' -2X42, 47.6)], 209 (14), 185
(9.3), 184 ([M* - 3 x CH,CO-] (100), 183
(5.6) 167 (0.4), 153 (184 - 31, 13), 125 (2.8),
124 (1.8), 97 (0.9), 79 (0.9), 69 (1.4), 59
(1.4), 43 (51.4), 42 (0.4).

4.3 Aislamiento del acido gélico.

Se realizé la particién del extracto metandlico, con una mezcla de AcOFEt-agua. Este

procedimiento se realizd con el objetivo de aislar las agliconas de los glicosidos que

pudieran estar presentes en la planta, dados los antecedentes en la literatura (Ramachandra,

1966) de la presencia de este tipo de compuestos en algunos géneros de la familia

Sapindaceae. Por tratamiento acido del extracto acuoso se aislé un sélido amorfo, el cual

fué purificado por cromatografia en columna. De este tratamiento se 2isté un compuesto

cristalino blanco, que oscurece con la luz y que presenta un p. f. de 233-236 °C. Sus
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absorciones en el espectro en el UV a 210 y 264 nm (ESPECTRO 11) ponen de manifiesto
la presencia de grupos cromofdricos derivados del benceno; en el espectro en el IR
(ESPECTRO 12) se apreciaron bandas de absorcién en 3317 em’' asociadas con la
presencia de oxhidrilos en la molécula; de 3200 a 2600 cm’’ una banda muy ancha, que se
relaciona con la observada en 1689 cm™' sugiri6 la presencia de un grupo carboxilo de
dcido. Otras bandas se observaron a 1046, 1097 y 1269 cm’! para vibraciones de carbono-
oxigeno. El espectro de RMN de hidrégeno (ESPECTRO 13), confirmé la presencia de un
anillo bencénico al observarse una sola sefial en 7.16 ppm que integrd para 2 dtomos de
hidrégeno. En si, este espectro presentd similitudes con el del 4cido 4-metilgalico (17)
siendo la principal diferencia, la ausencia de la sefial del metilo del metoxilo en la posicién
4 (3.79 ppm). Las otras secfiales observadas son el singulete ancho en 8.6 ppm el cual se
asigné a los oxhidrilos fedlicos. Esta sefial desaparecié por tratamiento con D,0. La
posicién exacta de los sustituyentes dentro del anillo se establecié por los desplazamientos
quimicos calculados en RMN"C (ESPECTRO 14). Con los datos espectroscdpicos
obtenidos, se establecid para este compuesto la estructura de la formula 19 (Figura 4), que
corresponde al acido 3,4,5-trihidroxi benzoico, conocido como 4cido gilico. La presencia
de 19 es comtin dentro de la estructura de taninos y cabe sefialar que su aislamiento es el

producto de la hidrolisis de los mismos.

Figura 4. Acido galico (19)

El espectro de RMN BC mostrd la presencia de 5 de las 7 sefiales esperadas, que sc
asignaron como sigue: en 167.7 el carbono del carboxilo; en 145.6 las sefiales de los
carbonos 3 y 5; en 138.2, la seiial del carbono 4; en 121.6 la sefial del carbono 1 en 109.6, la
sefial para los carbonos 2 y 6. Debe notarse que en este compuesto existe un ¢je de simetria
que permite lIa equivalencia de las sefiales para los carbonos 3 y 5, y 2 y 6. Por otra parte, la

posibilidad de la existencia de la estructura 19a (Figura 5) para este compuesto se descarto,

30




por la comparacién de los datos espectroscépicos en RMN'H y de °C observados con los

calculados y con los reportados en la literatura (Saxena, 1994).

QOH

H

Figura 5. Férmula 19 a. Acido 2,4,6-trihidroxibenzoico

El espectro de masas (ESPECTRO 15) corroboré et peso molecular esperado, el cual

correspondio a una formula molecular C;HgOs, que permite 5 insaturaciones.

En el Cuadro 7 se resumen las caracteristicas espectroscopicas y espectrométricas del Acido

galico.

Cuadro 7. Constantes espectroscdpicas y espectrométricas del 4cido galico (19).

UV, A5, (EtOH) nm (g) (Espectro 11)

210 (g, 25 500), 264 (&, 9550)

IR, v (pastilla) cm’! (Espectro 12)

3317, 3200-2600, 2922, 2852, 1689, 1629,
1549, 1454, 1403, 1346, 1269, 1097, 1046,
866, 766.

RMN'H, 300 MHz acetona-dg
{Espectro 13)

8: 8.6 (sa -OH 3,4, 5), 716 (s, 2H, H-2 y
6).

RMNUC, 75.5 MHz, acetona-dg (Espectro
14)

5: 167.7 (-COOH), 145.6 (C-3 y 5), 138.2
(C-4), 121.6 (C-1), 109.6 (C-2 y 6).

EMIE m/z {%4) (Espectro 15)

170 [M"](99.29), 153 [M™-OH, 100], 135
(8.5), 125 (18.4), 117 (25.4), 107 (38.9), 99
(9.2), 85 (2.8), 79 (12.7), 69 (2.8), 59 (4.9,
SE(7.1), 43 (12.7).
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4.4 Determinacion de la actividad 16xica en el crustaceo Artemia salina

La prueba de toxicidad hacia Artemia salina no es especifica para determinar alguna accion
fisiolégica particular. Sin embargo, existen en la literatura antecedentes de casos en los
cuales se ha observado correlacion significativa de actividad con compuestos citotéxicos
(Anderson, 1991; Meyer, 1982; Sam, 1993) y con pruebas antipalidicas (Hostettman,
1982), entre otras actividades. La prueba se considera con actividad téxica significativa para
valores encontrados menores a 1000 ppm para extractos o fracciones, y menores a 200 ppm
para compuestos puros (McLaughlin, 1991). El extracto metandlico de Blomia prisca
presentd una CLsp mayor a 1000 ppm, sin embargo, el éster metilico del acido gélico,
obtenido de esta misma fraccion presentd una CLso de 75 ppm, la que se considera como

actividad téxica al crustdceo.
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5. CONCLUSIONES .

El estudio fitogquimico del extracto metandlico de las hojas y tallos de
Blomia prisca, derivo en el aislamiento de dos compuestos mayoritarios, uno natural y otro
probablemente producto de hidrélisis. Ambas estructuras corresponden al tipo de acidos
fendlicos, los cuales fueron caracterizados como el éster metilico del dcido géfico (17) y el
4cido galico (19), de acuerdo con sus propiedades espectroscdpicas, espectrométricas y por

la formacidn del derivado tri-acetilado del éster metilico del cido galico.

El éster metilico del acido galico (17) fue el producto aislado en mayor

praporcién {0.2% por peso en seco de hojas y tallos) que el dcido gélico (0.01%).

Los resultados obtenidos en la evaluacién de toxicidad hacia Artemia salina
demostraron actividad positiva en el caso del éster metilico del icido gélico (17), lo que
concuerda con la marcada actividad antibacteriana hacia microorganismos gram positives y
gram negativos reportada por Saxena et al. (1994) para diversos derivados del acido gélico,
entre los cuales, et galato de metilo (17) tuvo la actividad mas significativa. Sin embargo,
dadas las correlaciones que se han encontrado entre la prueba de toxicidad en A. saling y
otras pruebas bioldgicas (Anderson, 1991; Hostettman, 1982; Meyer, 1982; Sam, 1993) este

compuesto pudiera tener un potencial farmacolégico adicional.

A pesar de que el 4cido gilico no presentd actividad positiva en la prueba de
toxicidad en A. salina, se han demostrado diversas bioactividades para este compuesto

(Kroes, 1992).

La actividad positiva en 4. salina demostrada en la fraccion organica (F. O.
1, en 3.7) obtenida de la hidrélisis del extracto metandlico, permite la recomendacién de su
anilisis quimico, en la bisqueda de algin compuesto bicactivo diferente a los encontrados

en este trabajo.
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La presencia de icidos fendlicos derivados del 4cido galico, sugiere la

s

existencia de taninos en esta especie.
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Espectro 1. Espectro en el UV del éster metilico del acido galico (17).
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Espectro 4. Espectro de RMN"C (75.5 MHz, acetona-dg) del éster metilico del 4cido galico (17).
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Espectro 11. Espectro en el UV del 4cido gélico (19).
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Espectro 12. Espectro en el IR del acido galico (19).
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Espectro 13, Espectro de RMN'H (300 MHz, acetona-dg) del 4cido gélico (19).
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Espectro 14. Espectro de RMN"C (75.5 MHz, DMSO-ds) del 4cido galico (19).
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Espectro 15. Espectro de masas del &cido galico (19).




