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INTRODUCCION Y OBJETIVOS

INTRODUCCION

El estudio quimico y biologico de recursos vegetales pemmite el descubrimiento de
principios activos con accion terapéutica que validan el uso definido de una planta
en la medicina tradicional. Estos principios activos también pueden constituir
nuevas fuentes de materias primas que contribuyan al desarrollo de la medicina
actual, ya que muchas moléculas de compuestos naturales sirven de prototipo
para el desarrollo de farmacos semisintéticos con una mayor eficacia y/o potencia
terapéutica. Por otro lado se pueden aislar compuestos bioactivos ya conocidos
pero con mejor rendimiento, lo que facilitaria su empleo en la industria

farmaceéutica.

Cabe mencionar que el porcentaje de estudios fitoquimicos integrados a estudios
biolégicos realizados en plantas mexicanas es bajo en comparacion a la
diversidad de los recursos vegetales que ofrece el pais, por lo que es importante
fomentar el estudio de nuevas especies que permitan un mejor aprovechamiento

de los mismos.

Por lo descrito anteriormente, se presenta en esta tesis el estudio de la planta
Acacia famesiana Willd, la cual es parte de un proyecto que promueve la

investigacion de recursos naturales con interés medicinal.
1.1 OBJETIVOS
1.1.1 Objetivo principal:
Generar conocimiento acerca de los métodos para aislar, purificar e identificar

estructuralmente los metabolitos secundarios contenidos en los frutos de Acacia

famesiana Willd (Huizache) que presenten actividad biolégica antimicrobiana.
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1.1.2 Objetivos particulares.

Para el cumplimiento del objetivo principal, se desglosa éste en los siguientes

objetivos particulares:

7)

2)

3)

4)

5)

6)

7

Busqueda bibliografica de antecedentes previos de estudios quimicos y
bioldgicos realizados con Acacia farmesiana.

Elaboracion de los extractos hexanico, CHCl;-MeOH y a partir de éste, el
cloroférmico por particion liquido-liquido, de los frutos de Acacia famesiana.

Fraccionamiento biodirigido del o de los extractos que presenten actividad
biolégica en los ensayos de toxicidad a Arfemia salina y pruebas

antimicrobianas.

Separacion de los compuestos mediante métodos cromatograficos de
columna abierta de gel de silice, de placa fina o por cristalizacién de las
fracciones bioactivas obtenidas en el punto 3.

Purificacién de los compuestos bioactivos del punto 4 por los métodos
cromatograficos ahi mencionados, segun se requiera.

Elucidacién estructural por métodos espectroscopicos y espectrometricos
del 6 de los constituyentes que se aislen de los extractos.

Integracion de los resultados quimicos y biolégicos que se obtengan para la
conclusién sobre el estudio biodirigido.
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ANTECEDENTES

ANTECEDENTES
2.1 Perfil fitoquimico del género Acacia

Los estudios quimicos efectuados en flores de este grupo de plantas han llevado
al aislamiento y caracterizacion de flavonoides como iso-ramnetina (8) (llyas et al.,
1970), pinitol (9) (Dominguez et al., 1967) y compuestos fendlicos como acido
galico (10) y sus derivados (galatos), asi como los flavonoides kaempferol (1),
aromadendrina (11) y naringenina (12) de Acacia famesiana (El Sissi et al.,, 1973).
Giral et al (1978) reportan entre otros géneros, el contenido proteico y lipidico de

semillas del género Acacia y por otra parte, la ausencia de alcaloides en el mismo.

Secor y colaboradores (1976), han detectado e identificado glucosidos
cianogénicos como prunasina (13) en A. deanei ssp. paucifuga, sambunigrina (14)
en A. cunninghamii y acacipetalina (15) en A. giraffae en diferentes partes de
plantas jovenes y maduras de bioterio. Otros metabolitos encontrados son
glucosidos de mandeionitrilo (16) en A. parramattensis y A. pulchella y algunos no
identificados en A. famesiana. Janzen (1980) menciona el contenido de acido
cianhidrico (17) en el follaje de A. famesiana. Dentro de la composicion quimica de
las semillas del género Acacia, se hace referencia a acidos grasos, con especial
atencion a acidos epoxidicos C18:1 (18) en A. aurnculiformis, A. Catechu, A.
Coriacea y A. Mellifera. (Chowdhury, 1983). 7-galoil-glucésido de kaempferol (19)
y 7-glucésido de kaempferol (20) han sido aislados del extracto etandlico de los
brotes de A. famesiana (El-Negoumy et al., 1981). Referente a las especies A.
famesiana y A. nilotica se han aislado constituyentes fenodlicos y taninos como:
galato de etilo (21), galato de metilo (22), écido. galico (10), acido m-digdlico (23),
catecol (24) y acido elagico (25) (Wassel et al, 1990). El estudio de la
composicion del mucilago obtenido de estas dos especies reveld la presencia de
los azlcares arabinosa (26), xilosa (27), galactosa (28) y manosa (29) entre otras

(Wassel et al., 1992). Un escrutinio fitoquimico de diferentes partes de dichas
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especies determiné la presencia de taninos, saponinas, cumarinas, carbohidratos,
glicésidos, esteroles insaturados, triterpenos, alcaloides y/o bases nitrogenadas,
flavonoides y compuestos cianogénicos (Wassel ef al, 1992). Taninos y
polifenoles aislados de hojas, cortezas y brotes de diferentes especies de Acacia
provenientes de la India han sido reportados por Devi y colaboradores (1991),
enfatizando que el contenido mas alto de taninos y compuestos fendlicos en total
se encontré en hojas y brotes de A. nilotica y en corteza de A. famesiana. En las
hojas de A. famesiana se han detectado los esteroles colesterol (30),
estigmasterol (31) y beta-sitosterol (32), el alcaloide isoquinolinico tiramina (33) y
el flavonoide kaempferol (1) (Argueta,1994). Sahu y colaboradores (1998)
describen el aislamiento y elucidacion estructural de farnisina (7,3'-dihidroxi-4'-
metoxiflavona) (34) como el mayor constituyente de las semillas de A. famesiana,
diosmetina (35) y glucosido de sitosterol (36) también fueron detectados. Los
flavonoides galoil-glucésidos de naringenina (37), quercetina (38), miricetina (39) y
kaempferol (40) fueron identificados de los brotes de A. famesiana (Barakat,

1999). Los compuestos mencionados se enlistan en el esquema 1.

Esquema 1. Compuestos quimicos aislados del género Acacia

OH
OH OH
OH
HO (o] HO O
HO OH
OH
o § on
OH O oH o OH O
kaempferol (1) Quercetina (2) Miricetina (3)
OH
OH
Ramnosa-O ) HO
L
OH o]
OH O
Naringina (5)
Rutina (4) Formononetina (6)



ANTECEDENTES
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HO OH OH
o o
HO
OH
7-O-B+4".6"-digaloilglucopirandsido) de naringenina (37) 7-0O-B-(galoilgiucopiranésido) de quercetina (38)
OH
HO OH
HO OH
(o]

7-0-B-(6"-galoiiglucopirandsido) de miricetina (39)
7-0-B-(6"-galoilglucopirandsido) de kaempferol (40)

2.1.1 Generalidades de Acacia farmesiana

En el Cédice florentino, que data del siglo XVI (Argueta, 1994), se relata el uso de
este vegetal para las “enfermedades de la cabeza”. En el siglo XX, Maximino
Martinez lo registra como antidisentérico, antiespasmodico, astringente y para
tratar la dispepsia y segtn Seller para tratar la tuberculosis (Argueta, 1994;
Martinez, 1989).

El-Gammal y colaboradores (1986), detectaron la actividad antimicrobiana de seis
flavonoides: kaempferol (1), quercetina (2), mircetina (3), rutina (4), naringina (5) y
formononetina (6), aislados de diferentes materiales de fa planta; todos estos

compuestos inhibieron levaduras y hongos, y soélo cuatro flavonoides, kaempferol
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(1), quercetina (2), miricetina (3) y morina (7), mostraron actividad antibacteriana.
Estudios biologicos del extracto etandlico de los brotes de A. famesiana y tallos de
A. nilotica revelaron una importante actividad hipoglucemiante; en pruebas
antimicrobianas estos extractos inhibieron el crecimiento de bacterias Gram
positivas, mientras que las hojas de ambas especies presentan actividad contra
bacterias Gram negativas, (Wassel, 1992). Diferentes concentraciones de una
fraccion glicosidica obtenida de arbustos de A. famesiana se estudiaron en
musculo esquelético cardiaco y musculo liso de animales, también se hizo el
estudio para accion emética en palomas. La fraccidn mostré accion cardiaca
directa positiva cronotropica y positiva inotrépica, no hubo efecto en otros

musculos. No se observo el efecto de emesis. (Triverdi, 1985).

2.1.2 Usos

Marquez y colaboradores {1999) mencionan el empleo de A farmesiana contra la
diarrea, la tifoidea, el bazo crecido, la inflamacion de la garganta, heridas y dolor
de cabeza y contra las “nubes en los ojos”. El cocimiento de la raiz combinada con
otras plantas como la tuna, se utiliza contra el “empacho”. El fruto se aplica contra
los *“fuegos™ en la boca, como antiespasmodico, astringente y contra la
tuberculosis. El cocimiento de la corteza “abre el apetito y cura el dolor de
estomago”. Como tintura se usa para curar piquetes de insectos y en té para curar
picaduras de alacran. La infusion de las flores se bebe contra la disenteria, la
dispepsia, las inflamaciones de la piel y las mucosas. La raiz hervida se usa como
“‘agua de tiempo” para combatir las hemorragias vaginales. La resina es

antitusigena.
2.1.3 Botanica
Las caracteristicas de la planta son las siguientes: es un arbusto o arbol de 7 m de

altura, muy ramificado, de tallos lisos con muchas espinas blancas. Las hojas son

pequenas y divididas en hojitas mas chiquitas que dan la apariencia de plumas
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ifigura 1), bene fores como molitas amarllas muy pofumadas. Los fndos son
vanas, gque puedon estar solas o agrupadas, con las puniss redondesdas,
gruesas y aplanadas, con semillss numsrosas on forma de ffdn de oolor pardo
amarillo (Arguirta, 1954).

Figura 1 Acacia farmasiana Willd
214 Destribucidn

Es onginaria de ios tropicos y sublropicos de América. Habita en climas calido,
semicalido y templado Crece sivestre a orifa de caminos, de rios y de riachuelos,
en vegetaciin de bosque espinoso, pastizal, bosgue mesdfilo de moninfa, de
Bncino y de pino (Argueta, 1994), se localiza en los estados de Baja Calilomia S,
Sonora, Sinaloa, Jaksco, Michoachn, Estado de México, Guermero, Onxaca,
Chiapas. Morslos. Quintana Roo, Veracruz, Tabasco, Hidalgo, Puabla, Guanajumo
Mérquez. of a/, 1990)

2.1.5 MHombtwe centifico

Acacia famesigna Willd (Sin. Mimosa famesana L, Vachelia famesiang Wngh,
Acacia acicoians Wilkd, Casswe famesiana). Famiia: Memosasans.
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2.1.6 Nombres comunes
Huisache, huizache, huechachin, wichachin (nahuatl), aroma, cascalote, colita,

corteza de curtidora, espina divina o sagrada, espino blanco, maroma, vinorama,

inGcua (mixteco) entre otros (Argueta, 1994).

12
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3.1 Material y equipo utilizado

El analisis por cromatografia en capa delgada, se llevé a cabo en cromatofolios
Alugram Sil G/UV 254 Macherey-Nagel Duren. Como reveladores cromatograficos
se emplearon una lampara de luz UV Spectroline Modeio ENF-240c de longitud de
onda a 254 y 365 nm vy solucion de sulfato cérico amoniacal
[(NH4)sCe(S04)4.2H,0] al 1% en acido sulfurico 2N (Stahl, 19639) como agente
cromogeno. Para las cromatografias en columna abierta se utilizo como fase
estacionaria gel de silice 60 (malla 0.063-0.200 mm) Merck. Las cromatografias
preparativas se realizaron en placas Merck de 1 mm de grosor y una superficie de

20x20 cm.

Los puntos de fusion fueron determinados en un aparato Fisher Johns y no

estan corregidos.

¢ Los espectros en el UV se determinaron en un espectrofotémetro Shimadzu

UV 160.

e Los espectros en el IR se obtuvieron en un espectrofotometro Perkin-Elmer

283-B.

e Los espectros de RMN se detemminaron a 300 6 400 MHz para el caso de
'H, a 75 y 100 MHz para el caso de >C. Para esto se utilizaron
espectrometros analiticos Varian XR 300 Varian Unity 500, segin el caso.
Como disolventes se emplearon CDCl;, CD3;0D y deuteroacetona, y como

referencia interna TMS.
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e [os espectros de masas se obtuvieron en un espectrometro de masas
Hewlett Packard 5985-B, utilizando la técnica de ionizacién por impacto

electrénico a 70 eV.
3.1.2 Reaccion general de acetilacién (Shriner et al., 1997)

A 100 mg de compuesto o fraccion se adicionaron 1.0 mL de anhidrido acético y
0.3 mL de piridina a temperatura ambiente y con agitacion magnética durante 24
h. Transcurrido el tiempo de reaccién se anadieron 5.0 g de agua/hielo y se
acidulé con una solucién de HCI al 10%. Posteriormente se extrajo con 3
porciones de 15 mbL de acetato de etilo. La fase organica se extrajo con 3
porciones de 5 mL de solucién saturada de NaHCO; y se lavé 2 veces con
porciones de 5 mL de H,O y finalmente el extracto organico se secé con NaySOgy

anhidro y por evaporacion del disolvente se obtuvieron los productos acetilados.

3.2 Material vegetal

El material vegetal empleado para el desarrollo de esta tesis (frutos frescos de
Acacia famesiana, Leguminosae), fue colectado en el estado de Morelos en ef afio
2003, e identificado por la Biél. M. Avilés. Una muestra de referencia fue guardada

en el Herbario de! Instituto Nacional de Antropologia e Historia en Morelos.
3.3  Extraccion y fraccionamiento preliminar

El material vegetal (2.0 Kg de los frutos secos de A. famesiana) se corté en trozos
pequenos y se extrajo por el método de maceraciéon a temperatura ambiente con
hexano y posteriormente con CHCl;-MeOH (1:1). En ambos casos, el disolvente
se eliminé por destilacién al vacio obteniéndose los extractos hexanico (14.55 g) y

CHCI;-MeOH (389.04 g), (Esquema 2).
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Esquema 2. Procesamiento biodirigido de los frutos de Acacia famesiana.

Material vegetal
(frutos)

Extraccion con hexano

| Extracto hexanico*

| Residuo vegetal

CCP
1.Extraccién con Hex-AcOEt j Hex-AcOEt
CHCI3-MeOH (1:1) 5545 R - 3565
2.Evaporacién Fé6 F7

| Mezclas de acidos grasos

Residuo vegetal Extracto Acido octadecenoico
CHCly-MeOH * . -
Acido palmitico
1.Particién tiquido-tiquido Acido estearico
(MeOH-H,0 1:1)
2.CHCY
[ |
Extracto MeOH-H,O * | | Interfase * Extracto CHCI3 *
Reaccién de l l
acetilacion
Fo*  F10*
F2 /—‘—I
Cristalizacién Purificacién por CCD
esoontanea cristalizacién l
COOCH,

COOCH3 *
[
=~ H
H3COCO
3 SococHs, o o O
COCH4
a}

o}
Gatlgto d;,-l rrc;etllo Galato de metilo 7.3'dihidroxi<4 -
nacetilado metoxiflavona

*Extractos, fracciones y compuestos con actividad antimicrobiana
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3.4 Determinacion de la actividad toxica de los extractos en el crustaceo

Artemia salina (McLaughlin et al., 1991; Meyer et al., 1982)
3.4.1 Preparacion de los organismos

Se prepar6 una solucion de sales de mar comercial (38g de medio salino artificial
por litro de agua destilada), en un recipiente de vidrio al cual se le acondicion6 una
bomba de oxigeno y burbujeé durante aproximadamente 20 minutos.
Posteriormente se adicionaron los huevecillos de Artemia salina Leach, los cuales
se incubaron durante 48 horas en un bafio de agua con temperatura controlada

(de 28-30°C)
3.4.2 Preparacién de las muestras

Se pesaron 20 mg de cada muestra (extracto, fraccion o compuesto puro) en un
tubo de ensayo por separado, se agregaron 2 mL del disolvente adecuado para
disolver a cada muestra, posteriormente se tomaron de cada tubo de ensayo,
alicuotas por triplicado de 500, 50 y 5 uL, una vez evaporado el disolvente, se

aforé con solucién de agua de mar (5 mL) para obtener las concentraciones de 10,

100 y 1000 pg/mL.
3.4.3 Bioensayo (Teng, 1993)

Pasado el tiempo de incubacion descrito en el punto 3.4.1, se depositaron 10
larvas de A. salina en cada uno de los tubos con la muestra por evaluar sin alterar
el volumen de 5 mL de la soluciéon de agua de mar; se dejaron las larvas 24 horas
en contacto con la muestra a 28°C. Posteriormente se contaron los crustaceos
sobrevivientes y el resultado se expresé por medio de la CLsg (el calculo se realizo
utilizando graficas en excel, graficando organismos vivos y muertos acumulados

vs el logaritmo de la concentracion).
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Cuadro 1. Resuitado de la determinacion de la actividad toxica a Artemnia salina

de los extractos probados.

Extractos Conc. Nun.w.'de Ndm. de Clsg
[ug/mt] sobrevivientes muertos [pg/mL]
i 1000 1401101010 | 10/10]0/10| 0710 | 0/10
s _ "% 1ort0[ 1010 1010|010 0rt0|0r10| > 1O%
9 110110 1011010710 0r10|0r10|0/10|
1000 1 9110 | 9110 | 1010|1710 | 1100110
CHECxItg,r-?\;!:;%H 100 1910 | 7110 | o110 |1/10|30] 1/10] 1900
10 a0 1010]10/10]1/10 | 010|010
1000 10110 6110 | 9/10 |0/10 | 4/10| 1110
Eéﬂ?;‘if 190 14010/ 1010|1010 0110 | 0r10| 010| > 1000
10 T1010]10/10] 1010|010 | 010 ] 0110

3.5 Determinacion de la actividad antimicrobiana (CMI) de los extractos

hexanico, CHCl3 y CHCIl;-MeOH

El ensayo antimicrobiano fue disefiado mediante el método de diucion en agar
utilizando cajas petri de 100 mm x 15 mm (Navarro ef af 2003). Las soluciones de
tos controles y los extractos se prepararon en diluciones seriales en el rango de 8-
0.125 mg/mL y 128-1 pg/mL respetivamente. Se evalué la actividad de los
extractos hexanico, CHCly; y CHCl3-MeOH frente a las siguientes bacterias:
Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Streptococcus faecalis, Salmonella tiphy
y los hongos dematofitos: Trnchophyton mentagrophytes y Trichophyton rubrum y
la levadura Candida albicans. Como compuestos de referencia de la actividad

antimicrobiana se empleé gentamicina para bacterias y nistatina para la levadura y



s PARTE EXPERIMENTAL

hongos. El valor de la Concentracién Minima Inhibitoria (CMI) se definiéo como la
concentracion mas baja del extracto que inhibié visiblemente el crecimiento
microbiano sobre agar. El mismo procedimiento fue aplicado para el monitoreo de

la actividad antimicrobiana en fracciones y compuestos.

3.6  Analisis cromatografico del extracto hexanico

Se adsorbieron 14.55 g del extracto seco hexanico en 14.5 g de silica gel, la
mezcla homogénea se dejd6 secar a temperatura ambiente por 48 h.
Posteriormente se fraccioné en una columna abierta cromatografica de silica gel
(291.1 g), eluyendo la muestra con mezclas de hexano—AcOEt y posteriormente
de acetona-MeOH, ambas de polaridad creciente. Las fracciones se reunieron de
acuerdo a sus caracteristicas cromatograficas similares, obteniéndose un total de
332 fracciones las cuales por el analisis cromatografico posterior se decidid reunir
en 10 subfracciones. En el Cuadro 2 se muestran las fracciones obtenidas asi

como los sistemas de elucidén empleados.

Cuadro 2. Fraccionamiento mediante columna cromatografica abierta del extracto

hexanico de Acacia famesiana.

Proporcion | Num. de | Fracciones
Eluyente o?‘%) " fracciones | reunidas Clave
Hexano 100 1-32 1-12 F1
Hexano-AcOE! 95:5 3364 45-58 F2
Hexano-AcOEt 85:15 65-101 59-69 F3
Hexano-AcOEt 75:25 101-118 70-94 F4
Hexano-AcOEt 65:35 119-198 95-100 F5
Hexano-AcOEt 55:45 199-213 101-121 Fé
Hexano-AcOEt 35:65 214-250 | 127-207 F7
AcOEt 100 251-270 | 208-302 F8
Acetona 100 271-286 | 303-304 F9
Acetona-
MeOH 99:1 287-295 | 305-332 F10
Acetona-
MeOH 50:50 296-308 e -—
MeOH 100 309-332 — —
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3.7 Andlisis espectroscopico de las fracciones hexanicas bioactivas F6 y F7

Las fracciones hexanicas bioactivas F6 y F7 se sometieron a un analisis
independiente mediante espectroscopia de IR y un analisis espectromeétrico por
CG-EM para elucidar la composicién principal de las fracciones. Las sefiales

espectrométricas observadas se muestran en el Cuadro 7, en discusion de

resultados.
3.8  Particion del extracto CHCI;-MeOH con metanol-agua (1:1)

El extracto CHCl3-MeOH seco de los frutos de A. famesiana, se resuspendié en un
embudo de separacion con una mezcla de MeOH/H,O en la proporcion (1:1) en la
minima cantidad (100 mL). Posteriormente, se procedi6 a extraer la mezcla
anterior mediante una particion liquido-liquido con porciones de 200 mL de CHCI;.
Al finalizar la extraccidbn, se reunieron respectivamente las porciones
cloroférmicas, acuoso-metanoélicas y una porcion denominada interfase, a las

cuales se les destil6 el disolvente a sequedad.

En la Interfase se obtuvo un residuo sélido café claro que resulté ser soluble en
metanol, el cual al parecer se oxida, ya que al cabo de 24 h el compuesto se
observo café oscuro, por tal motivo se decidié acetilar el compuesto (Shriner ef al.,

1997).
3.9 Analisis cromatografico del extracto cloroférmico

Para la preparacion de la columna abierta cromatografica del extracto CHCl;, se
adsorbieron 20.36 g del extracto en 20 g de silica gel, la mezcla se dej6 secar a
temperatura ambiente por 48 h. Postenormente se aplico a una columna
cromatografica de vidrio que fue montada con 407.26 g de silica gel,
posteriormente se fueron adicionando porciones de CHCl; y acetona con gradiente

positivo de polaridad y se finalizé con una mezcla de acetona-MeOH de polandad

20
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creciente. Se reunieron las fracciones de acuerdo a la similitud en sus
caracteristicas cromatograficas, obteniéndose un total de 96 fracciones, que

posteriormente se agruparon en 11 subfracciones (Cuadro 3).

Cuadro 3. Fraccionamiento mediante columna cromatografica abierta del extracto

cloroférmico.
Eluyente Proporcidn| Num. de fracciones | Fracciones | Clave
(%) reunidas
Hexano 100 1-5 1 F1
Hexano-CHCls 90:10 6 2 F2 |
Hexano-CHCIl; | 70:30 7 3-8 F3
Hexano-CHCl, 30:70 8-9 7-11 F4
CHCI, 100 10-18 12 F5
CHCl3-Acetona 90:10 1940 13-17 F6 |
CHCl3-Acetona| 80:20 41-56 18-19 F7
CHCly-Acetona| 60:40 57-65 20-36 F8
CHCls-Acetona|  40:60 66-73 37-50 F9
CHClis-Acetona| 20:80 74-79 51-55 F10
Acetona 100 80-84 56-96 F11
Acetona-MeOH| 90:10 85-88 — —
Acetona-MeQOH|  70:30 89-93 e -
MeOH 100 94-96 — -

3.10 Separacion del galato de metilo (22) de la fraccion F10

En la fraccion F10, el galato de metilo (1.634 g) se aislo por cristalizacion
espontanea, los cristales se purificaron lavandolos con la minima cantidad de
CHCI3, y por recristalizacion con CHCly/acetona. El sobrenadante (369 mg) se
aplicé en dos cromatoplacas preparativas, en un sistema de elucion Hexano-
AcOEt (1:1) y se separd el resto de los cristales (22) de un compuesto de

fluorescencia azul al UV, obteniéndose 290 mg y 25 mg respectivamente.
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3.11 Analisis cromatografico de la interfase cloroféormica acetilada -

Se adsorbieron 590.mg de la interfase acetilada en 0.5 g de silica gel; la mezcla se
dejo secar a temperatura ambiente por 48 h. Posteriormente se aplicé en una
columna abierta cromatografica de silica gel (12.0 g), eluyendo la muestra con una
mezcla de CHCls—acetona de polaridad creciente. Se reunieron 61 fracciones de
acuerdo a la similitud en sus caracteristicas cromatograficas. En el cuadro 4 se

muestran las fracciones obtenidas asi como los sistemas de elucién empleados.

Cuadro 4. Fraccionamiento mediante columna cromatografica abierta de la

interfase acetilada de los frutos de Acacia famesiana.

Eluyente Pro;()g)aon fgnggzs Fraccién |
CHCl4 100 1 F1
CHCl, 100 2 F2
CHCly 100 3-39 F3

CHCI; —Acetona 90:10 40-44 F4
CHCI; —Acetona 70:30 45-51 F5
CHCI; —Acetona 50:50 52-56 F6

Acetona 100 57-61 F7

3.11.1 Aislamiento del éster métilico del Acido 3,4,5-tri-O-acetilgalico

De la fraccion F2 obtenida en el fraccionamiento de la interfase acetilada, se
observé la presencia de un compuesto blanco translicido que cristalizé
espontdneamente. Esta fraccion se purificd mediante una cristalizacién con
cloroformo-acetona, obteniendose un compuesto cristalino de punto de fusién de
125-127 °C (141 mgq). El analisis espectrométrico se describe en el cuadro 13 en

discusion de resultados.
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DISCUSION DE RESULTADOS

4.1 Determinacion de la actividad toxica de los extractos en el crustaceo

Artemia salina.

El bioensayo de toxicidad al crustaceo Artemia salina, es de caracter general y es
util en los procedimientos fitoquimicos para correlacionar con las actividades
biolégicas como citotoxicidad in vitro para células cancerigenas, actividad
antihelmintica y actividad antipaltdica (Mata et af; 2000), .por lo cual y a pesar de
que este estudio se enfoco a la actividad antimicrobiana, se realiz6 el de toxicidad
por su accesibilidad, asi; los extractos hexanico, CHCIl; y CHCl:-MeOH se
analizaron con este ensayo con la finalidad de extender la perspectiva de estudio
de la planta. Los resultados del bioensayo con los extractos crudos presentaron
una concentracion letal media mayor a 1000 pg/mL (Cuadro 1), lo cual se
considera inactivo para una fraccion o extracto proveniente de una planta, de

acuerdo a los protocolos internacionales (Anderson et a/., 1991).
4.2 Determminacion de la actividad antimicrobiana (CMI) de los extractos.

El propdsito del estudio fitoquimico biodirigido de Acacia famesiana fue el de aislar
los metabolitos secundarios responsables de actividad antimicrobiana, por lo que
se eligio el bioensayo de actividad antimicrobiana para el monitoreo del
fraccionamiento. La evaluacion de la actividad antimicrobiana en los frutos de
Acacia famesiana se baso en el uso tradicional que tiene la planta en la medicina
popular como remedio para la diarrea, la tifoidea, el bazo crecido, la inflamacion
de la garganta. El fruto se aplica contra las infecciones en la boca, se emplea

como antiespasmodico, astringente y contra la tuberculosis (Marquez ef al, 1999).
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Cuadro 5. Resultado de la determinacion de la CMI en los extractos probados

Bacterias V:IZ?S:Ze Levadura
Extractos Valores de CM| CMI Valores de CMI|
crudos (mg/mL) (mg/mL) (mg/mL) |
\ Ec | Sa | Sf [ st Tm | Tr Ca |
‘ f ! f I \
E)dr,aqo — <8 <8 Sas _— J— ———
hexanico B
| ExtractoCHCl; | 4 2 [ 4 4 4 1 4 '
EXfFah(;t:O(l;_lHCh- <4 <4 <4 | -< 4 | <4 <4 <4 f
' _Gentamicina 0.016 | 0.008 | 0.01 0.007 , NP NP NP |
Nistatina NP NP NP | NPT0.018 . 0.017 0.020 |

Maxima concentracion ensayada (8 mg/mL)
NP: No probado
--- No tiene actividad biolégica

En el cuadro 5, se presentan los resultados de las pruebas antimicrobianas
correspondientes a los extractos crudos de los frutos de A. famesiana. Los valores
de CMI < 8 mg/mL para los extractos crudos se consideraron de actividad
(Navarro et al, 2003). El extracto hexanico resulté con actividad inhibitora para el
crecimiento de bacterias Gram-positivas: Staphylococcus aureus (< 8 mg/mL) y
Streplococcus faecalis (< 8mg/mL), asi como los extractos CHCIz y CHCI3-MeOH.
Estos ultimos extractos resultaron también activos contra bacterias Gram-
negativas (Escherichia coli, Salmonella tiphy), asi como contra los hongos
dematofitos Trichophyton mentagrophytes y Trichophyton rubrum y la Levadura
Candida albicans con valores de CMI < 4 mg/mL. En el ensayo, resalté la actividad
del extracto CHCI; frente a la bacteria Staphylococcus aureus y al hongo
dematofito Trichophyton rubrum con valores de CMI del orden de 2 y 1 mg/mL
respectivamente. De acuerdo a los resultados obtenidos con los extractos, se
procedio al fraccionamiento de fos mismos (Esquema 2), empleando el bioensayo

de actividad antimicrobiana para el monitoreo de las fracciones y compuestos.
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4.3 Resultados del fraccionamiento biodirigido del extracto hexanico. -

El extracto hexanico se fraccioné en una columna abierta cromatografica de silica
gel, obteniéndose un total de 332 fracciones de las cuales por el analisis
cromatografico posterior se decidié reunir en 10 subfracciones (Cuadro 2). El
resultado de la actividad antimicrobiana de las fracciones primanas hexanicas mas

activas se muestra en el cuadro 6.

Cuadro 6. Resultado del ensayo de la actividad antimicrobiana de las fracciones

mas activas provenientes del fraccionamiento primario del extracto hexanico.

Bacterias Hongos Levadura
Fracciones Valores de CMI Valores de Valores de CMI
hexanicas mg/mL CMI (mg/mL) (mg/mL)
Sa Sf Ec Kn St |Tm | Tr [ An Ca
F6é 2 2 >2 >2 >2 1 (05| >2 >2
F7 1 1 >2 >2 >2 2 2 | >2 >2

Sa: Staphylococcus aureus, Sf. Streplococcus faecalis, Ec: Escherichia coli Kn: Klebsiella
pneurmoniae, St: Salmonefla tiphy. Hongos:: Tm: Trichophyton mentagrophytes, Tr.
Trichophyton rubrum, An. Aspergillus niger. Levadura Ca: Candida albicans. Rango de
concentracion: 125 - 2.0 mg/mL

Para este ensayo se tomo6 como referencia de fracciones bicactivas, el valor de la
concentracibn maxima ensayada (2 mg/mL). Los resultados obtenidos muestran
que las fracciones F6 y F7 son bioactivas contra las bacterias Gram-positivas
Staphylococcus aureus y Streptococcus faecalis, siendo mas activa contra estas
bacterias la fraccion F7, con valor de CMI de 1 mg/mL en ambos casos. La
fraccion F6 destaca por su actividad antifingica en contra de los hongos
dermatofitos Trichophyton mentagrophytes (CMI: 1 mg/mL) y Trichophyton rubrum
(CMI: 0.5 mg/m!_), mientras que la fraccion F7 fue menos activa ya que la CMI

para estos dos hongos es de 2 mg/mL.
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4.3.1 Analisis espectroscopico de las fracciones primarias hexanicas bioactivas

Cuadro 7. Fracciones hexanicas F6 y F7

IR .v ma (pelicula), cm™, | 3400-3200 (banda ancha), 2924, 2853, 1742, 1711,
(Espectro 1): 1462, 1378, 722.

m/z (%): 256 [M’] (100), 239 (2), 227 (13), 213 (54),

CG-EM (Espectro 2) (41).[199 (8), 185 (22), 171 (23), 157 (22), 143 (8), 129
t.r. = 11.89 min. (59), 115 (19), 97 (19), 85 (23), 73 (80), 60 (64), 43

(61), 41 (34).

m/z (%): 282 [M*] (13), 264 (52), 239 (3), 235 (3),

CG-EM (Espectro 3) (42).|222 (13), 194 (3), 180 (10), 151 (12), 138 (11), 123
t.r. = 12.84 min, (18), 111 (12), 97 (60), 83 (67), 69 (77), 55 (100), 41

(55).

m/z (%): 284 [M'] (100), 264 (9), 241 (45), 227 (9).

CG-EM (Espectro 4) (43). 222 (8), 199 (11), 185 (31), 171 (12), 157 (4), 143
t.r.=12.91 min, (9), 129 (52), 115 (13), 111 (17 ), 97 (29), 83 (30),

73 (59), 71 (36), 57 (55), 43 (56), 41 (34).

El analisis espectroscopico de las fracciones hexanicas F6 y F7 (Cuadro 7), reveld
que contienen la misma composiciéon de una mezcla constituida principalmente por
los ésteres de los acidos grasos: hexadecanoico (palmitico) (41), octadecenoico
(42) y octadecanoico (estedrico) (43). Esta mezcla resulto ser irresoluble en su
separacion por los métodos cromatograficos empleados por nosotros y los
compuestos (41) (42) y (43) se identificaron por las siguientes sefales
espectroscopicas: en el espectro de IR de las fracciones F6 y F7 (Espectro 1), se
observaron bandas de absorcién para grupos funcionales como: oxhidrilo (banda
ancha entre 3400-3200 cm™'), metilos y metilenos (2924, 2853 cm™), grupo
carboxilo de éster (1742 cm™'), carbono—hidrégeno de metilos y metilenos
(alrededor de 1450 y 1378 cm™") y cadena de metilenos en nimero mayor a cuatro

(722 cm™).
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El analisis por CG-EM (Espectros 2, 3, 4) revel6 la presencia de tres compuestos
en comun en las fracciones FB y F7, los acidos grasos: hexadecanoico (palmitico)
(41), octadecenoico (42) y octadecanoico (estearico) (43). El perfil en el espectro
de masas de estos compuestos se observé en forma de curva de Gauss sesgada
a la izquierda con un decaimiento progresivo en la intensidad de sefales
adyacentes, este tipo de fragmentacion es tipico de acidos grasos de cadena
larga. Por el peso molecular observado en los espectros se identificaron los acidos
grasos: hexadecanoico (palmitico) (41), octadecenoico (42) y octadecanoico
(estedrico) (43) (Esquema 3). El patrén de fragmentacién observado en los
espectros de masas de los constituyentes presentes en las fracciones F6 y F7, fue
idéntico al patron observado en los espectros de los mismos compuestos aislados

de la especie Parmentiera edulis (Silva, 2002).
Esquema 3. Compuestos identificados en fas fracciones hexanicas F6 y F7:

acidos grasos; hexadecanoico (palmitico) (41), octadecenoico (42) vy

octadecanoico (estearico) (43)

HSC/\/\/\/\/\/\/\/COOH

Acido hexadecanoico (palmitico) (41)

H3C/\/\/\/\/\/\/\/\/COOH

Acido 9-octadecenoico (42)

H3C/\/\/\/\/\/\/\/\/COOH

Acido octadecanoico (estearico) (43)
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4.4  Particion del extracto CHCl;-MeOH con metanol-agua (1:1)

La finalidad de particionar el extracto CHCI;-MeOH con metanol-agua, fue separar
y eliminar los azdacares que pudieran estar presentes en los frutos de Acacia
famesiana, para facilitar el aislamiento de los compuestos de los extractos
resultantes de la particion (Esquema 2). El extracto acuoso-metandlico resulté
tener actividad antimicrobiana, pero no se realizé su fraccionamiento debido a que
la mezcla de compuestos se vislumbraba muy compleja y con alta polaridad,

irresolubte por métodos cromatograficos convencionales.

45 Resultados del fraccionamiento biodirigido del extracto cloroférmico

Se utilizd una columna abierta cromatografica de silica gel para el fraccionamiento
del extracto CHCI3 (obtenido de la particidon liquidoiquido del extracto MeOH-
CHCIs), Se obtuvo un total de 96 fracciones, que posteriormente se agruparon en
11 subfracciones (Cuadro 3). Las fracciones eluidas con hexano pemmitieron

eliminar los posibles residuos de grasas.

Cuadro 8. Resultado de la actividad antimicrobiana de las fracciones primarias

mas activas del extracto cloraférmico.

Fracciones Bacterias Hongos Levadura
Cloroformicas CMI (mg/mL) CMI (mg/mL) CMI
(mg/mL)
Sa Sf Ec Kn St Tm Tr An Ca
F9 0.4 0.8 04 04 0.4 0.4 04 | >08 >0.8
F10 02 | 02| 02| 02 | 02| 04| 04 |>038 >0.8
Gentamicina |0.002|0.002|0.004 {0.004|0.004| NP NP NP NP
Miconazol NP | NP [ NP | NP | NP [0.004|0.004|0.008 NP
Nistatina NP NP NP NP NP NP NP NP 0.008

Sa: Staphylococcus aureus, Sf. Streptococcus faecalis, Ec. Escherichia coli Kn: Klebsiella
pneumnoniae, St. Salmonelia tiphy. Hongos: Tm: Tnichophyton mentagrophytes, Tr:
Trichophyton rubrum, An: Aspergillus niger. Levadura Ca: Candida albicans. Rango de
concentracion probado: 0.00156-0.8 mg/mL, NP: No probado
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Las fracciones primarias cloroférmicas mas activas (FS y F10) se muestran en el
cuadro 8, en donde se tomé como referencia la concentracién maxima ensayada
(0.8 mg/mL) para marcar la actividad. En este cuadro se aprecia que la fraccién
F10 resulto ser la mas activa contra las bacterias Gram positivas: Staphylococcus
aureus y Slreptococcus faecalis, bacterias Gram negativas: Escherichia col,
Klebsiella pneumoniae y Salmonella tiphy, con valores de CMI del orden de 0.2
mg/mL, y los hongos dematofitos Trnichophyton mentagrophytes y Trichophyton
rubrum con una CMI de 0.4 mg/mL respectivamente, mientras que con la levadura
Candida albicans no se observa inhibicidn de crecimiento. Los resultados
anteriores sugieren que en esta fraccion se encuentra (n) el 6 los compuestos

activos.
4.5.1 Aislamiento e identificacion del galato de metilo (22).

En la fraccion F10 se observaron en cromatografia de capa fina revelada con UV,
dos manchas: una con Rf de 0.64 y la otra con Rf de 0.36 en hexano-AcOEt (5:5
v/v) como sistema de elucién. La pimera corresponde a un compuesto que se
identifico6 como galato de metilo (Fig. a), el cual cristalizé espontdneamente, lo que
permitid su separacion y purificacion. La segunda pertenece al compuesto
identificado como 7,3'-dihidroxi-4’-metoxiflavona (34). El galato de metilo resulto
ser el componente mayoritano aisiado de la fraccion F10 (1.924 g) con un p.f. 205-
206 °C (lit. 201-203 °C, Buckingham, 1894) Su estructura fue confirmada por las

sefiales espectrométricas presentadas en el cuadro 9.

Figura a. Estructura del galato de metilo (22)

COOCH ,
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4.5.2 Analisis espectroscdpico del galato de metilo (22).

Cuadro 9. Constantes espectroscopicas y espectométricas del galato de metilo

(22)

P.f 205-206 °C
FM CgHgOs
IR v msx (pastilla), em’, 3407, 3322 (banda ancha), 2955, 1677,
(Espectro 5) 1613, 1465, 1380, 1205, 1035
RMN'H, 300 MHz, CD10D, & 7.04 (s, 2H, H-2 y H-6), 3.81 (s, 3H, -O-
(Espectro 6) CHs)

169.2 ((COOCHz), 1466 (C-3 y C-5), 139.9

RMN'C, 75.5 MHz, CD;0D, &
(C-4), 1216 (C-1), 110.2 (C-2 y C-6), 52.4

(Espectro 7)

(-OCHs)
oM miz (%) 184 [M] (60), 153 [M'—OCHs]
(Espectro 8) (100), 152 (2), 125 (18), 107 (5), 97 (2), 79
tr.=6.94 min. (7), 78 (4), 51 (2.5) 50 (2), 39 (2).

En el cuadro 9 se observan en el analisis en el IR (espectro 5), bandas anchas a
3407 y 3322 cm”, estas bandas de absorcién se asociaron a la presencia de
grupos oxhidrilo presentes en la molécula; en 2955, 1465 y 1380 cm™ se observan
bandas de absorcién caracteristicas del grupo metilo, una banda de absorcion en
1677 cm™, se asocié a la presencia del grupo carboxilo gue podia ser de acido o
del éster de un acido aromatico con puentes de hidrogeno intramoleculares
(Pretsch, 1980), la banda de absorcién a 1613 ecm™! se identifico como la sefal de
la vibracidén carbono-carbono doble ligadura de un compuesto aromatico, y en
1205 y 1035 cm™” se observan dos bandas que caracterizan el estiramiento
simétrico y asimétrico de carbono-oxigeno. El andlisis de RMN'H (Espectro 6),
muestra una sefial en la zona de los hidrégenos aromaticos, un singulete que
integra para dos hidrégenos a 7.04 ppm; estos hidrégenos se asignaron a la

posicion 2 y 6 de los carbonos del anillo aromatico, un singulete que integra para
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tres hidrégenos a 3.81 ppm se asoci6 a la presencia del grupo metoxilo, que forma
parte de! éster del galato de metilo; la presencia de grupos oxhidrilo de la molécula
se observa en el espectro de RMN'C (Espectro 7). El desplazamiento quimico de
146.6 ppm revela |a presencia de grupos OH unidos a los carbonos 3 y 5 del anilio
aromatico, también se observa un grupe OH unido a carbono aromatico en la
posicion 4, a 139.9 ppm; en 110.2 ppm se confirma la presencia de hidrégeno
unido a carbono aromatico en las posiciones 2 y 6 de anillo bencénico, la
presencia del carbono del carbonilo de éster, se observa a 169.2 ppm y una sefal
caracteristica del grupo metoxilo se observd en 52.4 ppm. La localizacion de los
sustituyentes en el anillo se resolvié por la simplicidad de las sefales observadas
en el espectro de RMN'HI del cual se deduce un arreglo simétrico en la molécula,

al existir una sola sefal sin acoplamiento para los hidrogenos aromaticos.

Se sugiere la equivalencia de dos grupos C-H, C-H y C-OH, C-OH en el anillo, por
las senales observadas para los hidrégenos bencénicos en RMN'H, asi como de
los dos carbonos unidos a oxihidrilos en RMN™C; en este Ultimo espectro se
observan seis sefiales y Gnicamente cuatro de ellas se localizaron para carbonos
aromaticos, lo que confirma que dos pares de senales equivalentes deben de
estar en posicion mefa entre si, mientras que las otras dos sefales restantes se
asignaron a un grupo carboximetilo vecinal a los dos carbonos con hidrégenos
bencénicos, de manera que la molécula estd conformada por ocho carbonos en
total. Estos resultados permiten concluir que las sefales observadas en los
espectros corresponden a un metilo, dos carbonos protonados, un grupo carbonilo
y cuatro carbonos completamente sustituidos, dos de los cuales equivalentes entre
si estan unidos a oxihidnlos. El espectro de masas (Espectro 8) confirmé el peso
molecular esperado (184) para una formula molecular CgHgOs, resaltando que el
fragmento mas estable observado en el espectro es el i6n por pérdida del grupo
metoxilo. La estructura correspondiente a estas determinaciones espectroscépicas
y espectrométricas se muestra en la figura a. Los datos obtenidos se corroboraron

con la litratura (Martinez, 2000).
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453 Actividad antimicrobiana de! galato de metilo (22)

Cuadro 10. Resultado de la actividad antimicrobiana de los cristales aislados de la

fraccion F10 del extracto CHCI3

Bacterias Hongos Levadura

Compuesto CMI (ng/mL) CMI (ug/mL) CMI
(ng/mL)

Galato de Sa Sf | Ec |[Kn| St | Tm Tr | An Ca
metilo | 100 200 | 200 | 200 200 | >400 | >400 |>400 | >400

Sa: Staphylococcus aureus, Sf: Streptococcus faecalis, Ec: Escherichia coli, Kn: Klebsiella
pneumoniae, St. Salmonella tiphy. Hongos Tm: Trichophyton menltagrophytes, Tr.
Trichophyton rubrum, An. Aspergillus niger. Levadura Ca; Candida albicans. Rango de
concentracion ensayado: 1.56-400 pg/mL

En el Cuadro 10 se muestran los valores de CMI para el galato de metilo el cual
mostro actividad antimicrobiana contra bacterias Gram positivas: Staphylococcus
aureus (100 pg/mL), Streptococcus faecalis (200 pg/ml), y bacterias Gram
negativas: Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae y Salmonella tiphy con valores
de CMI de 200 pg/mL respectivamente, sin embargo, no mostrd actividad
antifungica contra los hongos Tnichophyton mentagrophytes y Tnchophyton
rubrum, ni contra la Levadura Candida albicans. El valor < 400 ng/mL se consideré

de actividad significativa para el compuesto puro (Villareal ef al; 1994).
4.5.4 Aislamiento de la 7,3’-dihidroxi-4’-metoxiflavona (Farnisina) (34)
De las aguas madres de cristalizaciéon del galato de metilo, de la fraccion F10, se
separé mediante cromatoplacas preparativas el galato de metilo restante y un

compuesto de fiuorescencia azul con luz UV de onda larga (345 nm) identificado

como 7,3'-dihidroxi-4’-metoxiflavona (25 mg), figura b.

i3



DISCUSION DE RESULTADOS

Figura b. Estructura de la 7,3"-dihidroxi-4'-metoxiflavona (Farnisina) (34)
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455 Analisis espectroscdpico de la 7,3'-dihidroxi-4'-metoxiflavona (34)

Cuadro 11. Constantes espectroscopicas y espectométricas de la 7,3-dihidroxi-4'-

metoxiflavona (Farnisina) (34)

P 161-164 °C
F.M C1gH1205
UV Amse (MeOH), nm
a ) 235y 334
(Espectro 9)

IR ,vmax (pelicula), cm™,

(Espectro 10)

3360 a 3100 (banda ancha), 2955,
2927,1731, 1626, 1443, 1384, 1511, 1261,
767

RMN'H, 400 MHz, Acetona dg, &
(Espectro 11)

9.69 (1H, s ancho, -OH, C-7), 8.09 (1H, s
ancho, -OH, C-3"), 7.93 (1H, d, J = 8.8 Hz,
H-5), 7.52 (1H, dd, J = 8.4 Hz, J = 2.4 Hz,
H-6"), 7.46 (1H, d, J = 2.0 Hz, H-2"), 7.09
(1H, d, J = 8.4 Hz, H-5'), 7.03 (1H, d, J = 2.4
Hz, H-8), 6.94 (1H, dd, J = 8.4, J = 2.4, H-
6), 6.59 (1H, s, H-3), 3.94 (3H, s, -OCHs3)

RMN'C, 75.5 MHz, Acetona dg, &
(Espectro 14)

177.3 (C=0), 1634 (C-2), 163.3 (C-7),
158.7 (C-9), 151.5 (C-4), 147.8 (C-3)),
1276 (C-5), 125.8 (C-1), 119.3 (C-6),
117.5 (C-10), 115.36 (C-6), 113.4 (C-2),
112.3 (C-5), 106.2 (C-3), 103.5 (C-8), 56.3
(-OCH;)

CG-EM (Espectro 15)
t.r.=12.29 min.

m/z (%): 284 [M"] (98), 256 [M'—C=0] (8),
241 [-CHs] (52), 227 (129), 185 (34), 171
(15), 151 (4), 143 (14), 136 (1), 129 (70),
123 (4), 108 (1), 97 (28), 73 (100), 60 (65),
57 (55), 43 (30).
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El compuesto presentd un p.f de 161-164 °C con absorciones en el espectro UV
(Espectro 9) Amsx (MeOH) a 235 y 334 nm (Lit. UV Amsx (MeOH) 235, 338 nm.
Sahu et al, 1998), En el espectro 9, las absorciones de la molécula se
relacionaron con la presencia de grupos cromoféricos derivados del benceno.
Estos mismos se observaron al incidir la luz UV sobre el compuesto aplicado a
una placa cromatografica de gel de silice, en donde se aprecia una fluorescencia
azul. En el espectro en el IR (Espectro 10) se apreciaron bandas anchas de
absorcion de 3360 a 3100 cm’™', que se asignaron a grupos oxhidrilo presentes en
la molécula; en 1730 cm™ se observa una sefial intensa relacionada con el grupo
carbonilo proveniente de la cromona, otra banda de absorcién en 1626 cm™', se
asign6 a [a vibracién de carbono-carbono con doble ligadura de un compuesto
aromatico, las senrales en 2955, 1443 y 1384 cm?! son bandas de absorcion
asociadas al grupo metilo, una banda de absorcién a 1261 cm” intensa, a menudo
doblete, se relaciona con la presencia de un carbono aromatico unido al grupo

oxhidrilo (Pretsch, 1980).

En el espectro de RMN'H (Espectro 11), las sefales intensas de los protones se
encuentran en |a regién de los compuestos aromaticos (de 6 a 8 ppm; Pretsch,
1980) en donde se aprecian las sefales de dos sistemas aromaticos que
conforman la estructura de una flavona (Harborne, 1975). En el espectro se
aprecian nueve senales y cada una de ellas integra para un protén; dos de las
sefales aparecen a campo bajo como un singulete ancho a 9.69 y 8.09 ppm, estas
senales se asignaron a los grupos oxhidrilos localizados en los carbonos C-7 y C-
3’ respectivamente. El protén H-5 aparece a campo bajo (7.93 ppm) debido a que
se encuentra fuertemente desprotegido por el grupo cet6nico de la flavona y
aparece como un doblete con una constante de 8.8 Hz debido al acoplamiento
orfo con el protéon H-6. La sefial de H-6 aparece como un doble de dobles (6.94
ppm) con las constantes 8.4 Hz por el acoplamiento orto con H-5y 2.4 Hz por el
acoplamiento meta con H-8, este ultimo protén aparece como un doblete (7.03
ppm) con una constante de 2.4 Hz por el acoplamiento meta con H-6. Ambos

protones, H-8 y H-6, aparecen a campo mas alto que H-5, pero los tres protones

36



_ DISCUSION DE RESULTADOS

pertenecen a un mismo sistema, el anillo A de la estructura de la flavona. Por otro
lado, los protones del anillo B se comportan de igual manera que ios protones del
anillo A, es decir, a campo mas alto se observa la senal del proton H-5' (7.09 ppm)
con una constante de 8.8 Hz debido al acoplamiento orto con H-6', mientras que a
campo mas bajo se observan las sefales de H-68' (7.52 ppm) como un doble de
dobles con las constantes 8.4 Hz, por el acoplamiento orto con H-5'y 2.4 Hz por
el acoplamiento meta con H-2', que de igual manera aparece con una constante
de 2.0 Hz (7.46 ppm) por acoplamiento meta con H-6', el comportamiento de las
sefiales del anillo A es equivalente a las sefiales del anillo B, por lo que se deduce
que son dos sistemas aromaticos similares. Las sehales observadas en el

espectro de RMN'H se compararon con la literatura (Sahu et al., 1998).

En el espectro COSY (Espectro 12) se observan las senales que correlacionan
con los protones vecinos, en este espectro se aprecia que H-5 es vecino de H-6,
mientras que H-6' es vecino de H-5', lo que concuerda con las constantes
calculadas para cada protén en el espectro de RMN'H. El Ultimo protén (H-3)
aparece como una senal a campo mas alto que H-5, H-6, H-5', H-6" y H-2' como
un singulete en 6.59 ppm, debido a que se encuentra fuertemente protegido por el
grupo ceténico vecino, ademas de estar en una posicion donde permite que la
conjugacion sea extensa. Por tltimo, un singulete a 3.94 ppm que integra para tres
protones, se asigné a un metoxilo, el cual aparece como un sustituyente en el
anillo B; cabe resaitar que el anillo B se encuentra dioxigenado por un grupo
oxhidrilo y un grupo metoxilo. El desplazamiento quimico y las constantes de los
protones aromaticos reportados en la literatura para tos 7-hidroxiflavonoides
(Harborne, 1975) confirma la posicion de los protones en los anillos A y B

observados en el espectro de RMN'H.

En el espectro HSQC (Espectro 13) al analizar la relacion hidrégeno-carbono, se
aprecian siete carbonos unidos a hidrégeno, los desplazamientos quimicos se
confimaron en el espectro de RMN'*C (Espectro 14), donde las senales 127.6,

115.36 y 103.5 ppm se asignaron a los carbonos protonados C-5, C-6 y C-8
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respectivamente, y para los carbonos protonados C-5, C-6’ y C-2’ se asignaron
las senales 112.35, 119.3 y 113.4 ppm respectivamente; la sefial a 106.2 se
asoci6 al carbono protonado C-3 y la sefial a 56.3 ppm al grupo metoxilo; esto
ultimo pemite concluir que de los 15 carbonos que conforman el esqueleto de la

flavona siete estan protonados, y el resto de los carbonos son cuaternarios.

En el espectro de masas (Espectro 15), se observa el peso molecular esperado
(284) para una formula molecular CigH120s (Sahu ef al, 1998), el cual
corresponde al compuesto 7,3’-dihidroxi-4’-metoxiflavona. El espectro confirmé la
presencia del grupo metoxilo en el anillo B, ya que el patrén de fragmentacion, de
acuerdo con la fragmentacion tipica de las flavonas (Harborne, 1975), concuerda
con los pesos moleculares de los iones observados en el espectro de masas del

(34). Este proceso se explica en el siguiente esquema.

Esquema 4. Fragmentacion observada en el espectro de masas del compuesto

7,3'-dihidroxi-4’- metoxiflavona

c=o Ruta Il

[M']—28 =256 (8) <«——

l c 4
m/z (%): 284 [M'1 (98) HO

Ruta | ‘ H@O@—CEO*

C 4[M’]- CsgHs0,= 151 (4)

A, i HO l B.
HO O
H,CO C= CH
£=0 - CH,
C—= 0O

By:[M']- C,H,O, = 148 *

Ay [M]- CoHgO,= 136 (1) 151-15 = 136 (1)

o l _CH, 151-28 = 123 (4) l c=0

136-28 = 108 (1) 148-15=133~ 136-28 = 108 (1)

123-15 =108 (1)
* Especies quimicas no observadas en el espectro de masas (Espectro 15).
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Las especies quimicas que se observan en el espectro de masas del compuesto
(34), son el fragmento A; y Ci (Esquema 3), los pesos moleculares de dichas
especies y de los iones posteriornente formados por una desmetilacion y/o
descarbonitacion aparecen, aunque en un porcentaje pequefio. Se calcularon los
pesos moleculares de los fragmentos formados con el metoxilo unido al anillo A,
pero estos no coincidieron, al igual que la especie quimica B, con lo reportado en
el espectro. Este analisis confirma que el anillo B se encuentra dioxigenado por un

grupo oxhidrilo y un grupo metoxilo.

El desplazamiento de los carbonos cuaternarios se determiné mediante un estudio
bidimensional HMBC (Espectro 16) donde la interaccion de los hidrégenos con los
carbonos a dos y tres ligaduras, permitié determinar su posicion en la estructura
de la flavona mediante las siguientes correlaciones: para el protén H-3 (6.59 ppm)
se observaron cuatro correlaciones en el espectro con los carbonos: C-4
(carbonilo en 177.2 ppm), C-2 (163.4 ppm), C-1' (125.8 ppm) y C-10 (117.5 ppm);
el protén H-5 (7.09 ppm), mostré dos correlaciones con C-3’ (C-OH, 147.8 ppm) y
C-1' (125.8 ppm); la sefal del proton H-2' (7.46 ppm) cormrelacion6 con C-2
(163.4 ppm), C-4’ (C-OCHs;, 151.5 ppm), C-3' (C-OH, 147.8 ppm) y C-6’ (119.3
ppm); el proton H-8 (7.03 ppm), mostré dos correlaciones: con C-9 (C-O, 158.7
ppm) y C-10 ( 117.5); el protén H-5 (7.93 ppm) presentoé tres correlaciones: con C-
4 (carbonilo con 177.2 ppm), C-7 (C-OH, 163.3 ppm), y C-9 (C-O, 158.7 ppm), por
ultimo, 1a senal del hidrégeno del grupo metoxilo (3.94 ppm) correlacioné con el
carbono C-4' (C-OCHs, 151.5 ppm). La confirmaciéon de la posicion del grupo
metoxilo en la posicion 4’ del anillo B de la flavona, lo determin6 el estudio
bidimensional NOESY (Espectro 17), en el cual se observd la interaccion de la
sefal del proton H-5' (7.09 ppm) con la sefial de los hidrégenos del grupo metoxilo
(3.93 ppm), este resultado ubicd al metoxilo en la posicion 4’. La estructura que
corresponde al analisis espectroscopico y espectrométrico realizado es de la 7,3'-

dihidroxi-4’-metoxiflavona (figura b).
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456 Actividad antimicrobiana del compuesto 7,3'-dihidroxi-4'-metoxiflavona (34)

Cuadro 12. Actividad antimicrobiana del compuesto 7,3’-dihidroxi-4’-metoxiflavona,

Farnisina (34)

Bacterias Levadura |
Compuesto
CMI (ug/mL) CMI (ug/mL)
. Sa Sf Sb Ec St Ca
7,3’dihidroxi-4’-metoxiflavona
250 | 500 | 62 |>1000|>1000 1000
Gentamicina ] 8 8 8 16 — NP
Nistatina NP NP | NP NP NP 20

Sa: Staphylococcus aureus, Sf. Streplococcus faecalis, Sb: Streptococcus bela-
hemolitico, Ec: Escherichia coli, St: Salmonieila tiphy. Levadura Ca: Candida albicans
Concentracion maxima ensayada: 1 mg/mL

En el Cuadro 12 se observa la actividad antimicrobiana del compuesto 7,3'-
dihidroxi-4'-metoxiflavona (34), el cual muestra una actividad inhibitoria especifica
para bacterias Gram positivas: Staphylococcus aureus (CMI 250 pg/mL),
Streptococcus faecalis (500 ug/mL) y el resultado mas sobresaliente se observa
frente al microorganismo Streptococcus beta-hemolitico (62 pg/mL). No se
observa actividad antimicrobiana por parte de este compuesto contra bacterias
Gram negativas: Escherichia coli y Salmonella tiphy, y la levadura Candida

albicans.
4.57 Compuestos aislados de la fraccion primaria cloroférmica F10

COOCH,4

HO OH
OH

Galato de metilo (22) y 7,3-dihidroxi-4’-metoxiflavona, famisina (34)
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4.6 Obtencion del derivado triacetilado del galato de metilo (44)

El residuo solido de la interfase producida al someter a particion el extracto
cloroférmico-metandlico con cloroformo, se acetild, debido a que la mezcla de
compuestos presentaba oxidacion con el tiempo. Posteriormente la mezcla
acetilada se fraccion6 en una columna cromatografica de silica gel (Cuadro 4). Del
fraccionamiento en columna se aislaron unos cristales de la fraccion F2 (Fig. c)
que por métodos espectroscopicos y espectrométricos se identifico como el
derivado triacetilado del galato de metilo (éster métilico del acido 3,4,5-tri-O-

acetilgalico, 141 mg) con un punto de fusién de 125-127 °C.

Figura c. Estructura del éster métilico del acido 3,4,5-tri-O-acetilgalico (44)

COOCH;
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4.6.1 Analisis espectrométrico del tri-O-acetil-galato de metilo (44)

Cuadro 13. Constantes espectroscépicas y espectrométricas del derivado

acetilado del galato de metilo

' P f 125-127 °C
(lit 120-122 °C, Buckingham, 1994)
FM CNHMOB

IR .y max (pastillay, cm™,
2954,1776,1721, 1618,1431, 1372, 1300-1050

(Espectro 19)

7.80 (s, 2H, H-2 y H-6), 3.90 (s, 3H, -O-CH,),

2.307 y 2.300 (2s, 9H, 3 x -OCOCHj3; posiciones 3,

4, 5)

167.6 (-OCOCH; x 2), 166.4 (-OCOCH;) 164.7 (-

RMN™C, 100 MHz, CDCls, & COOCH,), 143.3 (C-3 y C-5), 138.5 (C-4), 128.2
(Espectro 21) (C-1), 122.2 (C-2 y C-B), 52.5 (-OCHj3), 20.55 (-

COCHj; C-3 y C-5) 20.1 (-COCHj; C-4)
CE (%): 310 [M’] (2), 279 [M'--OCH] (2), 268
(12), 237 [-OCHjy] (6), 226 (62), 195 [-OCHjy] (4),

RMN'H, 400 MHz, CDCls. &
(Espectro 20)

CG{E"Q (Espectro 23) 184 [CaHgOs'] (100), 153 [CoHeOs ~OCH] (22),
152 (8), 125 (5), 124 (4), 79 (1), 59 (2), 43 (52),
42 (1) |

La interfase obtenida en el punto 4.6 se secd y analizo por espectroscopia en el
IR. Las senales presentadas en los espectros se analizaron de la manera
siguiente: antes de acetilar, se analizé una muestra de la interfase y el espectro en
el IR reveld una serie de bandas anchas de absorcion en 3469 y 3310 cm-1
(Espectro 18B), estas sefales se asociaron con grupos oxhidrilo. De la acetilacion
de la interfase por tratamiento con anhidrido acético y su posterior purificacién
cromatografica, se confirmé quimicamente la presencia de los oxhidrilos en la
fraccion F2, en donde se formo el derivado acetilado como éster métilico del acido
3,4,5-tri-O-acetilgalico, el cual cnstalizé espontaneamente. A diferencia del

espectro en el IR de la interfase antes de acetilar (Espectro 18), en el espectro en
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el IR del éster métilico del acido 3,4,5-tri-O-acetilgalico (espectro 19) (Cuadro 13),
las bandas anchas de absorcién en la region de los oxhidrilos en 3200 a 3469 cm’’
ya no aparecen, sin embargo aparece una banda intensa en 1776 cm™ que es
propia del carbonilo del grupo acetilo. En el espectro de RMN'H (Espectro 20), se
observan cuatro senales, un singulete en 7.80 ppm en (a region de los hidrégenos
aromaticos que integra para dos protones, esta sefal pertenece a los hidrégenos
bencénicos H-2 y H-6 de la molécula, en 3.90 ppm, un singulete que integra para
tres protones se asocio al grupo metilo del éster. Hasta aqui existe similitud en las
sehales observadas en el espectro de RMN'H de este compuesto (44) con el
galato de metilo (22) (Espectro 6) la diferencia con éste es el par de singuletes
intensos a 2.307 y 2.300 ppm en el espectro 18, que integran para nueve
protones, los cuales se asignaron a las sefales presentadas por los metilos de los
grupos acetilo. En la resonancia de 3c (Espectro 21) las senales en 167.6 y 166.4
ppm corresponden a los tres carbonos de los grupos carbonilo mientras que el
desplazamiento quimico en 164.7 ppm se asigné al carbonilo del ester de la
molécula, la senal de los carbonos 2 y 6 se desplazb en este compuesto a campo
bajo (12 ppm), ubicandose en 122.2 ppm, este desplazamiento es debido a los
grupos O-acetilo que al estar vecinos a ellos, causan un efecto electrdnico
paramagnético. Las senales para los metilos de los grupos acetilo para los
carbonos 3 y 5 se observaron a 20.55 ppm y para el carbono 4 en 20.1 ppm. En el
espectro de °C en su modalidad DEPT (Espectro 22) se observé la senal de un
metoxilo (52.5 ppm), los metilos de los grupos acetilo (20.55 y 20.1 ppm) y la sehal
de un carbono unido a hidrégeno (122.2ppm) que por simetria de la molécula se
establece para los dos carbonos protonados C-2 y C-8. De acuerdo a esto ultimo,
el anillo aromatico debe presentar cuatro carbonos cuaternarios, y de acuerdo al
andlisis en conjunto de los espectros, tres de estos carbonos estan sustituidos con
grupos O-acetilo, mientras que un carbono esta unido a un ester metilico. El
espectro de masas (Espectro 23), revelo el peso molecular esperado (310), el
cual corresponde a la féormula molecular C14H,,0s, que pertenece al galato de
metilo tn-O-acetilado (44). En el espectro se observa que el ibn molecular mas

estable pertenece al galato de metilo sin los acetilos como sustituyentes, con un
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peso molecular de 184. De acuerdo al andlisis anterior se establecié la estructura

del derivado acetilado del galato de metilo (44).
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CONCLUSIONES

1.- De los frutos de Acacia famesiana Willd (nombre comun: huizache) se
prepararon tres extractos organicos: hexanico (0.73%), cloroférmico-metandlico
(19.45%) y por particion de este ultimo, el cloroférmico (0.06%). Los extractos
presentaron actividad positiva de inhibicion de crecimiento microbiano contra

microorganismos Gram positivo y Gram negativo.

2.- Ninguno de los extractos ensayados fueron activos contra el Crustaceo Arfemia

salina Leach.

3.- Del fraccionamiento primario del extracto hexanico se identificaron los esteres
de los acidos grasos: hexadecanoico (palmitico) (41), octadecenoico (42) y
octadecanoico (estearico) (43) en las fracciones F6 y F7, las cuales presentaron
actividad antimicrobiana contra bacterias Gram positiva. La Fraccion F6 resulté
tener actividad antifingica al inhibir el crecimiento de los hongos dermatofitos
Trichophyton mentagrophytes y Trichophyton rubrum con valores de CMI de 1

mg/mL y 0.5 mg/mL respectivamente.

4.- El Fraccionamiento quimico biodirigido del extracto cloroférmico por
cromatografia en columna abierta de vidrio, permitié el aislamiento del galato de
metilo (22) y de la 7,3'-dihidroxi-4’-metoxiflavona (34); ambos compuestos fueron
significativamente activos frente a microorganismos Gram positivo y Gram
negativo. Los valores de CMI para el compuesto (22) fueron de alrededor de 200
ug/mL para bacterias Gram positivas y Gram negativas respectivamente. Sin
embargo, no mostré actividad antifungica contra los hongos Trichophyton
mentagrophytes y Trichophyton rubrum, ni contra la Levadura Candida albicans.
La actividad antimicrobiana del compuesto 7,3'-dihidroxi-4’-metoxiflavona (34)
muestra una actividad inhibitoria especifica para bacterias Gram positivas y el

resultado mas sobresaliente se observa frente al microorganismo Streplococcus
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-beta-hemolitico con una CMI de 62 ug/mL. No se observé actividad antimicrobiana

contra bacterias Gram negativas y la levadura Candida albicans por el compuesto

(34).

5.- Lla actividad antimicrobiana de la 7,3'-dihidroxi4'-metoxiflavona (34)
mencionada en este trabajo, es el primer estudio biolégico que se reporta para

este compuesto.

6.- Fue posible identificar las estructuras de los compuestos 22, 34, 41, 42, y43 a

través de sus caracteristicas espectroscopicas y espectrométricas y de 22, por

formacion de derivados.

6.- El analisis quimico diferencial de los frutos de Acacia famesiana permitié el
aislamiento e identificacion estructural de compuestos con actividad
antimicrobiana y/o antifingica que validan el uso de la planta en la medicina

tradicional mexicana.

7.- Este constituye el primer estudio quimico y bioldgico realizado a los frutos de

Acacia famesiana.
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