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RESUMEN

En este trabajo se llevo a cabo el estudio fitoquimico de una planta conocida como afiil
(Indigofera suffruticosa), y que se usa en la medicina tradicional de México para el
tratamiento de heridas, malestares estomacales, para el tratamiento de la epilepsia y

la enfermedad de Parkinson, entre otros.

Se evalud la actividad antioxidante de las fracciones del extracto etandlico y se
encontré que la fraccion de n-BuOH es la de mayor actividad con una ICso de 97.95
pg/mL determinado con el ensayo del radical DPPH, y con VEAC de 240 ug/g de
extracto seco obtenido mediante el ensayo del radical catibnico ABTS. Por otra parte,
se determind que la concentracién minima inhibitoria en el crecimiento de la bacteria

E. coli, del extracto crudo, es de 370 ug/mL después de 11 horas.

De las fracciones obtenidas del extracto etandlico se aislaron y caracterizaron ocho
compuestos, B-caroteno, B-sitosterol, fitol, indigo, indirubina, triptantrina, indican y
glucésido del acido antranilico, algunas de las actividades biolégicas descritas en la
literatura para estos compuestos coinciden con las propiedades que se le atribuyen a

esta planta.

Cabe resaltar que dos de los compuestos aislados se reportan por primera vez en el
género Indigofera, los cuales son, el alcaloide indolquinazolinico triptantrina y el

glucésido del &cido antranilico.
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ABSTRACT

In this work, we report the phytochemical study of a plant known as afiil (Indigofera
suffruticosa), which is used in Mexican traditional medicine in injury treatment,

stomachache, epilepsy treatment and Parkinson’s disease, among others.

The antioxidant activity of ethanolic extract of the leaves of I. suffruticosa was
evaluated, specifically a n-BuOH fraction exhibited the highest activity (ICso of 97.95
pg/mL) using the DPPH*® assay, and with the VEAC of 240 ug/g of dry extract gotten
by the ABTS®** assay. Furthermore, the Minimal Inhibitory Concentration for E. coli of

the ethanolic extract was determined to be 370 pg/mL at the 11 h.

Eight compounds were isolated and characterized from different fractions of the
ethanolic extract, whose reported biological activities coincide with some of the

properties attributed to this plant.

In our study, two new compounds were found for this Indigofera genera, the

indolequinazoline alkaloid tryptanthrin and the anthranilic acid glucoside.
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INTRODUCCION

1. INTRODUCCION

Las plantas son indispensables para la vida de los organismos debido a que producen
el oxigeno que respiran, mantienen el suelo, regulan la humedad y contribuyen a la
estabilidad del clima. Para la especie humana representan la principal fuente de
alimentos y mas del 40% de los farmacos que se comercializan derivan de ellas.
Existen alrededor de 270 000 especies vegetales distribuidas en todos los
ecosistemas, en este contexto, México se encuentra entre los paises con mayor
diversidad biolégica en el mundo, las especies conocidas en el pais se ha estimado en
mas de 60 000, de las cuales se han descrito mas de 23 000 especies de plantas

vasculares.!

México tiene una gran herencia de las culturas prehispanicas en el uso de plantas
medicinales y la prueba de esto es el manuscrito azteca "Cddice de la Cruz-Badiano"
escrito en 1552 que contiene 251 descripciones de plantas y sus usos medicinales.
Actualmente un alto porcentaje de la poblacién sigue dependiendo de la medicina
tradicional,? sin embargo, de toda la diversidad vegetal que posee el pais, se han
realizado estudios quimicos y farmacolégicos a un numero limitado de especies
(1.5%).3

Oaxaca es el estado de mayor diversidad biol6gica y cultural del pais, registra una
compleja heterogeneidad ambiental, de alli su biodiversidad; se conocen méas de 8 000
especies de plantas vasculares de las cuales 700 especies son endémicas.* A lo largo
de mas de 10000 afos de coexistencia los habitantes locales han desarrollado
multiples estrategias de manejo de los recursos naturales para satisfacer sus
necesidades bésicas de alimentacion y salud.

Los 17 grupos étnicos de Oaxaca han desarrollado una tradicion local de remedios
medicinales basados en la amplia biodiversidad que les rodea. Cada cultura presenta
sus propios criterios de seleccidn apoyados en un proceso empirico lento de prueba 'y
error, que les ha permitido identificar un nimero definido de plantas medicinales para
su uso. Este conocimiento ha sido transferido a través de generaciones mediante la

tradicion oral.®



INTRODUCCION

De acuerdo a la organizacion mundial de la salud (OMS), la medicina tradicional es la
suma total de los conocimientos, capacidades y practicas basados en las teorias,
creencias y experiencias propias de diferentes culturas, bien sean explicables o no,
utilizadas para mantener la salud, prevenir, diagnosticar, mejorar o tratar
enfermedades fisicas y mentales.® Actualmente la medicina tradicional representa para
millones de personas la principal fuente de atencion sanitaria y a veces la Unica. La
medicina tradicional a base de hierbas esta proxima a los hogares y es asequible,
ademas, es culturalmente aceptada y en ella confian muchas personas, cabe destacar

que las plantas empleadas son la base para el desarrollo de nuevos farmacos.’

En diferentes regiones del sur de México (Veracruz, Oaxaca, Tabasco) se utiliza una
hierba que se considera maleza en algunos cultivos, se le conoce como platanillo,
jiquilite o afil y su nombre cientifico es Indigofera suffruticosa. Es una hierba de 1.5 m
de altura, con tallos cuadrados, sus frutos son pulposos y miden de 1 a 1.5 cm, las
semillas son cilindricas, florece y fructifica durante todo el afio.? Algunos de los usos
que se le da a esta planta son: auxiliar en el tratamiento de verrugas, como
desparasitante, como remedio para el empacho y para tratar la disenteria. Ademas,
las hojas y el tallo alivian las quemaduras cuando se colocan directamente sobre la
piel. Varios estudios farmacol6gicos in vivo han demostrado accion androgénica y
antibiotica del tallo, mostrando un efecto depresor del sistema nervioso central e
hipotensor. Ademas, un estudio en individuos epilépticos que tomaron afil durante seis
meses, demostré beneficios similares a los obtenidos mediante la administracion de

bromuros.®

En el presente trabajo se realiz6 el estudio fitoquimico del extracto de las hojas de
Indigofera suffruticosa. El aislamiento y caracterizacién de los metabolitos se realizé
por medio de técnicas cromatograficas, espectroscopicas y espectrométricas. La
actividad antioxidante se realiz6 por los ensayos de radicales libres (DPPH® y ABTS**)
y paralelamente se midi6 la concentracién minima inhibitoria del extracto crudo en el

crecimiento de E. coli.
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2. MARCO TEORICO

2.1 Plantas medicinales.

Son plantas medicinales todas aquellas que contienen, en alguno de sus 6rganos,
principios activos que se pueden emplear en el tratamiento de enfermedades, ya sea
de manera directa o preparada en infusiones y unglentos. Se conocen
aproximadamente 270 000 especies de plantas en la actualidad y se estima que cerca
del 10% se usan en la medicina tradicional, es decir, se encuentran descritos en los
tratados médicos de fitoterapia por presentar algin uso. El estudio de los componentes
de las plantas medicinales se centra en las sustancias que ejercen una accion

farmacoldgica sobre el ser humano.*°

Si bien es cierto que se conocen desde épocas antiguas los beneficios medicinales de
las plantas, hasta hace relativamente poco tiempo, se desconocian el o los
compuestos que les otorgaban dichas propiedades (benéficas o toxicas), lo que
limitaba su uso. No fue sino hasta 1805 cuando el quimico aleméan Friedrich Wilhelm
Sertlrner aisl6 la morfina (Figura 1) en forma pura a partir de la goma de opio (Papaver
somniferum).!! Este descubrimiento marcé el precedente en la separacion de las
sustancias puras y sobre todo para que muchos investigadores iniciaran un arduo
trabajo en el aislamiento de los compuestos que le conferian la actividad medicinal a
las plantas, con ello, se empezé a estudiar la relacion entre la estructura y la actividad

bioldgica.

Morfina

Figura 1. Estructura de la morfina aislada de Papaver somniferum. (Tomado de Medicinal natural

products)!?
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Las plantas son de gran importancia en la medicina moderna debido a que son una
fuente directa de nuevos compuestos utilizados como agentes terapéuticos, con
beneficios adicionales tales como su baja toxicidad y mayor potencial para tratar

enfermedades resistentes a farmacos.3

Entre 1981y 2014, los productos de origen natural y sus derivados representaron cerca
del 70% de los nuevos farmacos en el mercado. En la gréafica 1 se desglosan los grupos
de compuestos activos aceptados y aprobados por la OMS, donde se observa que una
gran proporcion de los farmacos comerciales provienen o se han inspirados en

productos obtenidos de forma natural.*4>

Gréfica 1. Clasificacion de los grupos de farmacos aprobados por la OMS en el periodo 1981-2014, el

70% de ellos tienen relacién con productos naturales. (Tomado de David J. N. y Gordon M. C. 2016)

Por otra parte, la OMS estima que mas de la mitad de la poblacion recurre al uso de la
medicina tradicional.1® El uso de remedios de fuentes naturales es una practica coman,
entre el 70% y 80% de la poblacién ha recurrido al menos una vez al uso de la medicina

alternativa o complementaria.t’

De las méas de 270 000 plantas superiores existentes en este planeta solo a una
pequefia porcion se le han realizado estudios fitoquimicos, sin embargo, aun con la
poca cantidad de especies analizadas se han obtenido buenos resultados. Por
ejemplo, se han estudiado cerca de 400 plantas para el tratamiento de la diabetes tipo
2, derivado de estos trabajos se aislo la galegina (Figura 2), una sustancia producida

por la hierba Galega officinalis, que en evaluaciones experimentales y clinicas

4
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proporcionaron la base farmacolégica y quimica para la sintesis de la metformina
(Figura 2), que es la terapia de base para la diabetes tipo 2. Otros ejemplos de
compuestos aislados de plantas y que se estan utilizando para el tratamiento del
cancer incluyen taxol (Taxus brevifolia), vinblastina y vincristina (Catharanthus
Roseus), los derivados de camptotecina, topotecan e irinotecan (Camptotheca
acuminata), etoposido (Podophyllum notatum), derivados de epipodofilotoxina (raiz de

mandragora Podophyllum peltatum).!®

NH NH NH
H | H
Galegina Metformina

Figura 2. Galegina, guanidina de origen natural y la metformina, biguanida sintética inspirada en la
galegina. (Tomado Medicinal plants and their importance)!®

Por lo descrito anteriormente, se puede pronosticar que las plantas seguiran
proporcionando nuevos metabolitos bioactivos, que, a su vez, llevaran al desarrollo de
nuevos farmacos, por lo tanto, el estudio fitoquimico de las plantas medicinales sigue

siendo de gran importancia para la busqueda de compuestos de interés farmacéutico.

2.2 Metabolitos primarios.

Los metabolitos primarios son todos aquellos esenciales para el funcionamiento de
toda materia viva, responsables de su estructura y de todas las reacciones necesarias
para mantener el estado vital y posibilitar el crecimiento, desarrollo y reproduccion.
Comprenden a los glacidos o hidratos de carbono, los lipidos, las proteinas y los acidos

nucleicos.

Los glucidos representan compuestos Utiles como reserva energética (glucosa,
sacarosa y almidén en plantas, glucégeno en animales), como material estructural y
cementante (celulosa, pectinas, hemicelulosa en vegetales). Muchos de ellos son
altamente solubles en agua y otros totalmente insolubles en cualquier disolvente, como

es el caso de la celulosa.
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Los lipidos son tipicos compuestos de reserva energética y de carbono, componentes
estructurales fundamentales de las membranas biolégicas, solubles en disolventes no

polares.

Las proteinas son quizds los compuestos mas versatiles, esenciales por sus
actividades cataliticas, estructurales, hormonales y una gran diversidad de otras

funciones.

Los acidos nucleicos en cambio, cumplen la funcién primordial de ser las moléculas
encargadas de contener la informacion genética y permitirles a los seres vivos

transmitir sus caracteristicas a su descendencia.®

2.3 Metabolitos secundarios.

En contraste con las vias metabodlicas primarias, existe un area del metabolismo
concerniente a compuestos que estdn mucho mas limitados en su distribucion en la
naturaleza. Este metabolismo implica la biosintesis de compuestos que se distribuyen
diferencialmente entre grupos taxondmicos e imprime rasgos caracteristicos Unicos a
una especie. Estos compuestos son denominados metabolitos secundarios y
representan una expresion de la individualidad de las especies. Los metabolitos
secundarios no son necesariamente producidos bajo todas las condiciones
ambientales y en la mayoria de los casos la funcion de estos compuestos y su beneficio
aun se desconoce, no son esenciales para la supervivencia del organismo, sin
embargo, es légico asumir que juegan un rol importante para su bienestar. Algunos
metabolitos regulan las interacciones entre plantas, microorganismos, insectos y
animales, actian como sustancias toxicas contra depredadores 0 como compuestos

volatiles responsables de la atraccion de polinizadores, feromonas, entre otros.!8

A primera vista, las estructuras de los metabolitos secundarios parecen ser
asombrosamente diversas. Sin embargo, la mayoria de estos compuestos pertenecen
a una de varias familias, cada una de las cuales tienen caracteristicas estructurales
particulares que surgen de la forma en que se construyen en la naturaleza, es decir, a

partir de su biosintesis.?°
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Aprovechando estas caracteristicas de los metabolitos secundarios, el ser humano los
ha utilizado para su beneficio, por ejemplo, en la industria farmacéutica, en la
agricultura, en la industria cosmética, alimentaria, entre otros. Son comunmente
llamados productos naturales y representan moléculas con variadas estructuras. En
muchos casos estos productos naturales pueden ser utilizados como materia prima
para la obtencidon de otros compuestos, dando origen a nuevos compuestos con
multiples aplicaciones. La utilidad de los mismos esta solamente limitada por la
imaginacién humana o por el avance de los conocimientos cientificos.'® Derivado de
la importancia y los usos que se les dan a los compuestos obtenidos a partir de
especies vegetales, ha incrementado el interés sobre el estudio fitoquimico de estas,
para ello, se determina la capacidad bioldgica y se realiza el aislamiento y elucidacién
de los metabolitos presentes en las plantas. Algunas de las actividades bioldgicas que
mas se miden son la capacidad antioxidante y la actividad antimicrobiana, ambos por

su importancia en la prevencion de enfermedades.*®

Una planta que resulta interesante estudiar es Indigofera suffruticosa, esta especie se
ha utilizado para producir el colorante indigo, sin embargo, existen diversos estudios

de su uso en la medicina tradicional.

2.4 Actividad antioxidante.

Las especies reactivas de oxigeno (EROs) formadas in vivo, como el anion superéxido
(O27), el radical hidroxilo ("OH), el peréxido de hidrégeno (ROOY); y las especies
reactivas de nitrdgeno (ERNs) como el 6xido nitrico (NO?) y el diéxido de nitrégeno
(NO2), son especies quimicas transitorias, altamente inestables, son potencialmente
perjudiciales por su alta reactividad y ademas estan involucrados en los procesos de

oxidacion en los organismos.

En el caso de las plantas, las EROs y las ERNs son capaces de producir lesiones
celulares oxidativas cuando las condiciones de estrés ambiental inducen una
sobreproduccion de ellas, sin embargo, también las utilizan como sefiales en distintos
procesos biolodgicos, como crecimiento y desarrollo, en respuesta al estrés biotico y
abidtico, y a la muerte celular programada. Gracias a que las plantas tienen una amplia

gama de sistemas antioxidantes pueden regular la produccion de estas especies
7
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reactivas.?! Los antioxidantes biosintetizados por las plantas son los compuestos
fendlicos, flavonoides, estilbenos, tocoferoles, tocotrienoles, acido ascorbico y

carotenoides.??

En el caso de los seres humanos, las especies reactivas son esenciales para el
suministro de energia, desintoxicacion, sefalizacién quimica y en la funcién inmune, y
son regulados por el superdxido dismutasa endogena, el glutation peroxidasa y la
catalasa, pero debido a la sobreproduccion, inducidas por la exposicion a sustancias
oxidantes externas o fallas en los mecanismos de defensa, dafian las estructuras
celulares como el ADN, lipidos y proteinas, lo que aumenta el riesgo de iniciar el
proceso de mas de 30 enfermedades diferentes, entre las mas notorias se encuentran
las neurodegenerativas como la enfermedad de Alzheimer, el deterioro cognitivo leve

y la enfermedad de Parkinson.?®

La busqueda de antioxidantes naturales para usos dietéticos, cosmeéticos y
farmacéuticos se ha convertido en un importante desafio de la investigacion industrial
y cientifica en las ultimas dos décadas, por lo tanto, los esfuerzos por obtener un
extenso conocimiento sobre el poder de los antioxidantes de las plantas y aprovechar

su potencial aumentan continuamente.?°

Existen diversos ensayos para medir la actividad antioxidante en plantas, rapidos y
consistentes, sin embargo, cada uno de ellos presentan sus ventajas y desventajas,
por lo que se prefiere evaluar al menos dos métodos en lugar de un enfoque
unidimensional. Los métodos mas comunes son los que se describen a continuacion:
ensayo del poder antioxidante reductor del hierro (FRAP, por sus siglas en inglés), este
método evalla la capacidad antioxidante de una muestra de acuerdo a su capacidad
para reducir el hierro férrico (Fe*3) presente en un complejo con la 2,4,6-tri(2-piridil)-s-
triazina (TPTZ) hasta la forma ferrosa (Fe*?), que presenta un maximo de absorbancia
a una longitud de onda entre 590-595 nm.?* Ensayo de la capacidad de absorcién de
radicales de oxigeno (ORAC, por sus siglas en inglés), este método consiste en medir
la disminucién en la fluorescencia de una proteina como resultado de la pérdida de su
conformacion cuando sufre dafio oxidativo causado por una fuente de radicales
peréxido (ROQO?®), evalla la capacidad de los antioxidantes en la muestra para proteger
a la proteina del dafio oxidativo. Este ensayo ha sido ampliamente utilizado en muchos
8
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estudios recientes de las plantas, ya que presenta la ventaja de combinar el porcentaje
de inhibicion y el tiempo de duracion de la inhibicion de los radicales libres de la accion
en una sola cantidad.?® Ensayo del radical DPPH (DPPH?®*, 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo),
es un ensayo de decoloracion que evalla la disminucién de la absorbancia a 515-528
nm producido mediante la adicion de uno o varios antioxidantes a una solucion de
DPPH*.25 Esta técnica se basa en que el DPPH*® es susceptible a reaccionar con
compuestos antioxidantes a través de un proceso caracterizado por la cesion de

hidrégeno proporcionado por el antioxidante.?” Se analiza la reduccién de la

HO
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absorbancia medida a 517 nm (Figura 3).
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Figura 3. a) Espectro de UV-Vis del DPPH* (morado), espectro de UV-Vis del DPPH reducido (café). b)
Mecanismo propuesto para la desactivacion del DPPH® con acido ascoérbico. (Tomado de Measurement

of antioxidant activity and capacity)?®

Otra técnica ampliamente usada, es el ensayo del radical cation ABTS (ABTS**, 2,2’-
azinobis-(3-etilbenzotiazolin-6-acido  sulfénico)), también es wuna técnica de
decoloracién en la que el radical se genera previamente a través de la reaccién entre
ABTS y persulfato de potasio en una forma estable antes de la reaccidén con supuestos
antioxidantes. El ABTS** tiene maximos de absorcion a longitudes de onda de 645 nm,
734 nm y 815 nm, sin embargo, se mide la reduccién de color (absorbancia), si el

radical es estabilizado por agentes antioxidantes, a 734 nm (Figura 4).2°
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Figura 4. En la parte superior se muestra la reaccioén general del ABTS** con &cido ascorbico, en la
parte inferior se observan los espectros de UV-Vis del ABTS** (rojo), y del ABTS* reducido (verde).

(Tomado de Measurement of antioxidant activity and capacity)

2.5 Actividad antimicrobiana.

Los farmacos derivados de plantas usadas en la medicina tradicional y que presentan
propiedades antimicrobianas estan bien documentados, por ello existe un interés
creciente en el estudio de las plantas como fuentes de agentes antimicrobianos.3°
Investigaciones recientes se han centrado en estudios de extractos de plantas, aceites
esenciales, metabolitos secundarios puros y nuevas moléculas sintetizadas como

posibles agentes antimicrobianos.

Dentro de los métodos utilizados para determinar la actividad antimicrobiana; los
métodos de dilucion son de los mas apropiados para la determinacién de la
concentracion minima inhibitoria (MIC, por sus siglas en inglés), ya que ofrecen la
posibilidad de estimar la concentracién del agente antimicrobiano analizado en el agar
(dilucién de agar) o medio de caldo (macrodilucion o microdilucién). Se puede usar el
meétodo de dilucion en caldo o en agar para medir cuantitativamente la actividad
antimicrobiana in vitro contra bacterias y hongos. El valor de la MIC registrado se define
como la concentracion mas baja del agente antimicrobiano analizado que inhibe el
crecimiento del microorganismo analizado y generalmente se expresa en pyg/mL o
mg/L.3!
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Algunos de los fitoquimicos bioactivos mas simples consisten en un solo anillo fenélico
sustituido. Las hierbas comunes estragdn (Artemisia dracunculus) y tomillo (Thymus
vulgaris) contienen acido cafeico, que es efectivo contra virus, bacterias y hongos.
Tanto el catecol como el pirogalol son compuestos fendlicos, que se ha demostrado
que son toxicos para los microorganismos (Figura 5). Los grupos hidroxilo estan
relacionados directamente con la toxicidad relativa para los microorganismos, con
evidencia de que el aumento de la hidroxilacion da como resultado un aumento de la
toxicidad.?®

o OH OH
HO OH
AN OH OH
HO OH
Acido cafeico Catecol Pirogalol

Figura 5. Compuestos fendlicos comunes en plantas y que presentan propiedades antimicrobianas.
(Tomado de Plant products as antimicrobial agents)?®

En los mecanismos propuestos sobre la toxicidad fendlica para los microorganismos
se incluyen la inhibicibn enzimética por los compuestos oxidados a través de la
reaccion con grupos sulfhidrilo y/o a través de mas interacciones inespecificas con las
proteinas. Los compuestos fendlicos que poseen una cadena lateral C-3 a un nivel
inferior de oxidacién y que no contienen oxigeno se clasifican como aceites esenciales
y a menudo son citados como antimicrobianos.3? Otra familia de compuestos con
propiedades antimicrobianas son los alcaloides, comunmente aislados de las plantas
de la familia Ranunculaceae o Ranunculo, por ejemplo, la solamargina es un
glicoalcaloide aislado de las bayas de Solanum khasianum es util contra infecciones
intestinales asociadas con el SIDA. La berberina y el harmano son efectivos contra

tripanosomas y plasmodium (Figura 6).28
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OH
o
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HO N
o o /BN
HO _
HO
OH o
HO
HO
OH
Solamargina Berberina Harmano

Figura 6. Alcaloides aislados de la familia Ranunculaceae con propiedades antimicrobianas. (Tomado

de Plant products as antimicrobial agents)?8

2.6 Descripcion del género Indigofera.

El género Indigofera cuenta con mas de 700 especies de plantas con flores,
pertenecientes a la familia Fabaceae. Estan distribuidas extensamente a traves de las
regiones tropicales y subtropicales del mundo,? es un género que florece vy fructifica
durante todo el afio. En México se encuentra Indigofera suffruticosa, una especie que
se le conoce comunmente como platanillo, jiquilite y afiil, este Gltimo por una de sus

principales aplicaciones en la produccién de un colorante que lleva ese nombre.?

Es una hierba de 1.5 m de altura, con los tallos cuadrados, las hojas estan divididas
en hojuelas, sus flores se encuentran en la union del tallo y las hojas, sus frutos miden
de 1 a 1.5 cmy sus semillas son cilindricas, en la figura 7 se pueden observar algunas

de sus principales caracteristicas.

La especie I. suffruticosa es originaria de América austral, habita en clima calido, desde
el nivel del mar hasta los 1 100 m. Es una planta silvestre que crece a las orillas de los
caminos, de arroyos o riachuelos, asociada a vegetacion perturbada de bosques
tropicales caducifolio y perennifolio, matorral, xeréfilo y pastizal.343°
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Figura 7. Partes la planta |. suffruticosa, 1. Rama floreciente; 2-5. Hojas; 6. Caliz; 7. Androceo; 8.

Estambre; 9. Pistilo. (Tomado de http://www.efloras.org). 36

2.6.1. Etnobotanica y antropologia.

A lo largo de nuestro pais se usa a esta planta de diferentes maneras y para tratar
diversos males, por ejemplo, en el sur (Tabasco y Quintana Roo) se le usa para
desprender verrugas, para el mal de ojo (dolor de cabeza y 0jos) y para tratar parasitos
intestinales, entre otros malestares. En Nayarit, se recomienda el polvo extraido de las
hojas para el empacho o como agua de uso para la soltura (disenteria). Otros usos
documentados incluyen el tratamiento de quemaduras al colocar las hojas
directamente sobre la piel; también el afil se utiliza para problemas de estrefiimiento,
en heridas, llagas, sarna y caspa.®’” Ademas, experimentalmente se ha comprobado
su efectividad como antiepiléptico, depresor del sistema nervioso central, hipotensor y
antibiotico, se usa para tefir telas e incluso hay registro de su uso en culturas
prehispanicas en murales y pinturas. El Cédice Florentino sefiala que puesta la hierba

sirve para las enfermedades de la cabeza.?

A inicios del siglo XX, el Instituto Médico Nacional describio su actividad como
acaricida, antiepiléptico, antiespasmaodica, antipirética, astringente, para el dolor de
cabeza, laxante, diurético, eclampsia, expectorante, para la gastroenteritis, locura,
como sedante y como analgésico. En ocasiones ha presentado toxicidad, se observé
en caso de sobredosis cuando se ha utilizado como purgante, provocé diarreas
severas y espasmos. Finalmente, la Sociedad Farmacéutica de México la considera

como tratamiento para la epilepsia y como laxante.®
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De acuerdo a los estudios fitoquimicos preliminares realizados a |. suffruticosa se
identificaron la presencia de flavonoides, cumarinas y triterpenos en extractos
obtenidos de las hojas de esta planta, con base a ello se puede asumir que algunos
extractos de especies de este género posean propiedades antioxidantes y

antimicrobianas.
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3. ANTECEDENTES

El género Indigofera pertenece a la familia Fabaceae, que se clasifica como la tercera
familia mas grande de las plantas en floracion después de Orchidnaceae y Asteraceae,
con aproximadamente 650 géneros y 18 000 especies diferentes. La familia en general
se caracteriza por un tipo de fruto en forma de vaina (legumbre). Fabaceae se divide
en tres subfamilias: Caesalpiniodeae, Mimosoideae y Faboideae.®

Diversos estudios en la literatura sobre el género Indigofera destacan las actividades
bioldgicas y en algunos casos se mencionan los metabolitos aislados de diferentes

partes de la planta, como se describen a continuacion:

Chen-Chieh, et al., en 2013 determinaron la actividad como agente quimiopreventivo
y antiinflamatorio del extracto etandlico y acuoso de las hojas de I. suffruticosa Mill y,
a través de un estudio fitoquimico preliminar identificaron a una familia de compuestos

como flavonoides, los cuales describieron como responsables de dicha actividad.3°4°

Luiz Ferreira, et al., en 2011 estudiaron la capacidad antiulceragénica del extracto
obtenido con CHCIz y MeOH de partes aéreas de |. suffruticosa, asi como la presencia

de flavonoides sin especificar estructuras.*!

Bu Wong, et al., en 1999 y Pérez de alejo, et al., en 1996 publicaron una importante
actividad anticonvulsionante del extracto etandlico de hojas, tallos, raiz y frutos de I.
suffruticosa, aunque no atribuyen esta actividad a un determinado grupo de

metabolitos.4243

Pereira Leite, et al., en 2006 realizaron varias extracciones con hojas de . suffruticosa,
de la cuales describieron una importante actividad antimicrobiana en el extracto

acuoso.**
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Sanchez Govin, et al., en 2006 identificaron tres importantes familias de compuestos
(cumarinas, flavonoides y triterpenos) al realizar una extraccion con MeOH de hojas y

tallos de I. suffruticosa Mill.4>

Senthil Kumar, et al., en el 2013 estudiaron la actividad antiinflamatoria y
antinociceptiva del extracto obtenido con MeOH de hojas de I. cassioides Rottl, e
identificaron algunas familias de compuestos como esteroides, taninos, flavonoides y

glucésidos.*®

Lopes, et al., en el 2011 realizaron una extraccién con MeOH de las hojas de |I.
suffruticosa de la cual, mediante cromatografia en columna aislaron y elucidaron
algunos alcaloides como al indigo (1), indirubina (2), indican (3), dioxindol-B-D-
glucésido (4) y alantoina (5, figura 8). Ademas, obtuvieron que el indican posee
actividad inmunoestimulante y actividad citotoxica con mejores resultados que la

mezcla de los alcaloides 2-5.47

H ? N
H
— o OH
‘ N O O NH O\QﬁEH
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(o] OH N N
o OH H H NH:
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Figura 8. Estructuras de los compuestos aislados del extracto metandlico de las hojas de I. suffruticosa.
(Tomado de Lopes, et al. 2011)
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Garcez, et al., en 1989 realizaron extracciones sucesivas con hexano, AcOEt y EtOH
de la raiz y tallos de I. suffruticosa, y describen el aislamiento y elucidacién del

compuesto 2,3,4,6-tetra-(3-nitropropanoil)-a-D-glucopiranosa (6, figura 9).48

R\
o
R\O o
fo) fo) 6. R=-COC2H4N02
/ N\
R o R

Figura 9. Estructura del compuesto aislado de las raices y tallos de |. suffruticosa mediante extracciones

sucesivas. (Tomado de Garcez, et al. 1989)

Dominguez, et al., en 1979 utilizaron toda la planta de I. suffruticosa para obtener
extractos con éter de petréleo y EtOH logrando el aislamiento e identificacion de j-
sitosterol (7) y louisfieserona (8) del extracto de éter de petréleo y D-(+)-pinitol (9) del

extracto etandlico (Figura 10).4°

’
’
’
‘1

HO

Figura 10. Estructuras de los compuestos presentes en la planta entera de |. suffruticosa, del extracto
de éter de petréleo se aislaron los compuestos 7 y 8 y del extracto etandlico el compuesto 9. (Tomado

de Dominguez, et al. 1979)

17



ANTECEDENTES

Bueno Pérez, et al., en 2013 realizaron extracciones con CHCIlz y MeOH de las hojas,
flores y frutos de I. spicata, los cuales presentaron actividad como agente
quimiopreventivo. De estos extractos aislaron y elucidaron algunas flavononas ya
conocidas como (+)-5"-deacetilpurpurina (10), (+)-5-metoxipurpurina (11), (2S)-2,3-
dihidroteproglabrina (12), y (2S)-2,3-dihidroteproapollina C (13), dos nuevas
flavononas (+)-purpurina (14) y (2S)-7-metoxi-8-(3-metoxi-3-metilbut-1-enil)flavanona
(15), tres rotenoides; los cis-(6ap,12a)-hidroxirotenona (16), rotenona (17) y teprosina

(18) y una chalcona (+)-tepropurpurina (19, Figura 11).%°

10. R1=CH3 R2=H
11. R, = OCOCHj; R, = OCHj
14. R;= OCOCH; R,=H

13

19. R, = OCOCH; R, = OCHj

Figura 11. Estructuras de los compuestos aislados de flores y frutos de I. espicata, con CHCls y MeOH.
(Tomado de Bueno Pérez, et al. 2013)

Céandido da Silva Moura, et al., en 2011 identificaron en el extracto acuoso de las partes
aereas de I. hirsuta al triptéfano (20) y uracilo (21) y del extracto metandlico a la rutina
(22), kaempferol-3-O-B-D-glucopirandsido (23), acido galico (24) y al galato de metilo
(25, figura 12). Estudiaron la actividad antioxidante de los compuestos aislados y
obtuvieron que los compuestos 22, 24 y 25 presentaron la mayor actividad inhibitoria

de radicales libres.??
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Figura 12. Estructuras de los compuestos presentes en las partes aéreas de I. hirsuta, del extracto
acuoso se aislaron los compuestos 20 y 21, y del extracto metandlico los compuestos 22-25. (Tomado
de Céandido da Silva, et al. 2011)

Rahman, et al.,, 2018, publicaron una revision sobre los estudios fitoquimicos y
biolégicos del género Indigofera. Encontraron 65 compuestos identificados y/o
aislados. Los componentes quimicos aislados son en su mayoria del tipo terpenoides,
flavonoides y compuestos que contienen grupos nitro, junto con esteroides, entre otros.
Los metabolitos y extractos crudos del género mostraron diversas actividades
bioldgicas, incluidas la antimicrobiana, insecticida, fitotoxica, antiulcerageénica,
hepatotdxica, teratogénica y citotdxica. Otros constituyentes aislados mostraron
actividad inhibitoria contra la enzima lipoxigenasa y actividad gastrointestinal.

Algunos de los metabolitos aislados asi como la especie de donde provienen son:

rutina (22) (I. Kkirilowi), quercetin-3-O-glucosidasa (26) (I. kirilowi), acido-3-

nitropropanoico (27) (I. spicata) quercetina (28) y kaemferol (29) (I. aspalathoides), 3-

nitropropanoatos o 2,3,4,6-tetrakis-(3-nitropropanoil)-p-D-glucopiranosa (30) (.

suffruticosa e I. linnaei), indigoidin (31) (I. pseudomonas), indigotin o indigo, 2,2'-bis-

indolalcaloide (1) (l. tinctoria), B-sitosterol (7) (l. pseudotinctoria), indigin (32) (l.
19
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oblongifolia Forssk), acido indigoférico (33) (I. oblongifolia Forssk), indigoferamida-A
(34) (I. heterantha, figura 13).34

33 34

Figura 13. Compuestos aislados en diferentes especies del género Indigofera. (Tomado de Rahman,

et al. 2018)
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4. AISLAMIENTO Y ELUCIDACION ESTRUCTURAL

El aislamiento y elucidacion de nuevas moléculas o metabolitos secundarios a partir
de especies vegetales se ha incrementado en los ultimos afios, debido a que son las
principales fuentes de principios activos para la elaboracion de nuevos farmacos, para
ello, se hace uso de diferentes métodos de extraccion, aislamiento, identificacion y
caracterizacion, con el fin de hacer eficiente la obtencion de metabolitos secundarios.

4.1 Extraccidn asistida por ultrasonido (EAU).

El uso de plantas en la medicina tradicional ha generado el interés por conocer los
compuestos activos. Tradicionalmente, las hojas o partes de la planta son triturados

para reducir su tamafo y asi aumentar la eficiencia durante la etapa de extraccion.

Las técnicas de extraccion comunmente usadas son: maceracion, extraccion con
fluidos supercriticos, extraccién alcalina y/o extraccion enzimatica, sin embargo,
algunos de estos métodos pueden causar la pérdida de compuestos bioactivos debido
a las altas temperaturas y tiempos de extraccion prolongados.>? Es por ello que se han
desarrollado nuevos métodos de extraccion, tales como el uso de microondas y EAU
que aumentan la eficiencia, reducen considerablemente los tiempos de extraccion,

consumen menos energia y reducen el volumen de los disolventes usados.535*

Se considera que las principales razones que mejoran la eficiencia de la EAU es el
aumento de la velocidad de movimiento molecular y mayor penetracion del
disolvente.> Otras de las ventajas de la EAU incluyen un tiempo de extraccién corto,
menor temperatura y menos pérdida de compuestos bioactivos, ademas, proporciona

alta reproducibilidad y facil manejo.5®

Se han descritos varios mecanismos que pueden ser activados por el ultrasonido de
alta intensidad (20-100 KHz), tales como calentamiento, turbulencia, agitacion, friccion,
inestabilidad superficial y otros. Aunque no todos estan bien estudiados, la mayoria de
ellos se pueden atribuir a un fendbmeno no lineal y muy complejo conocido como
cavitacion. Se sabe que cuando la potencia del ultrasonido aumenta, se presentan

cambios quimicos y fisicos en el medio liquido por la generacion y posterior destruccion

21



AISLAMIENTO Y ELUCIDACION ESTRUCTURAL

de burbujas de cavitacién. Cuando un liquido se somete a ultrasonido con suficiente
potencia, el liguido se comprime y se expande, formando pequefias burbujas o
cavidades (Figura 14).5" Estas burbujas crecen y se encogen con los ciclos de
expansion y compresion de la onda ultrasonica, cuando alcanzan un tamafio critico
éstas explotan. El colapso de estas burbujas puede ser tan violento, que puede causar

dafios considerables al medio circundante.>8

El mecanismo por el cual se lleva a cabo la EAU en material vegetal seco es un proceso
de dos etapas que involucra: (i) remojado del material vegetal en el disolvente para
facilitar los procesos de hinchamiento e hidratacion; (ii) la transferencia de masa de
constituyentes solubles del material al disolvente por difusion y procesos osmaticos.
Es asi como el ultrasonido puede facilitar la hinchazon y la hidratacion y, por lo tanto,
causar un agrandamiento en los poros de la pared celular. Esto mejorara el proceso

de difusién y la transferencia de masa.>®

Figura 14. Fenémeno de cavitacion durante el ultrasonido, un liquido que es sometido a ultrasonido
genera pequefias burbujas que se comprimen y se expanden hasta la implosién de ellas. (Tomado de
Chen C. et al. 2015)80

4.2 Cromatografia.

La unidn internacional de quimica pura y aplicada (IUPAC, por sus siglas en inglés)
define a la cromatografia como un meétodo fisico de separacion en el que los
componentes a separar se distribuyen entre dos fases, la fase estacionaria y la fase
movil. La fase mévil se mueve en una direccién definida y pasa sobre la fase
estacionaria. Las sustancias que se separan son atraidas a la fase estacionaria por

efecto intermolecular; cuanto mas fuerte es la atraccion, mas lento migran a través de
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la fase movil. Todos los métodos cromatograficos dependen de la distribucion de los

compuestos separados entre la fase movil y la fase estacionaria.

4.2.1 Cromatografia en capa fina (CCF).

La CCF es especialmente (til para: a) determinar el nimero de compuestos en una
mezcla, b) establecer si dos 0 mas compuestos son idénticos 0 no y ¢) seguir el curso
de una reaccion. En CCF, las placas estan recubiertas con una capa delgada de
adsorbente que sirve como fase estacionaria. La fase estacionaria polar més utilizada
en la CCF es gel de silice, particulas de SiOz finamente molidas que recubren la placa.
Para la fase movil se utiliza un disolvente puro o una mezcla de disolventes; la
composicién apropiada de la fase mévil depende de las polaridades de los compuestos

en la mezcla que se estén separando.

Una vez aplicada la muestra en la placa cromatografica se introduce en una cadmara
saturada de la fase movil, en donde el disolvente se eleva a través de la fase
estacionaria por accion capilar, a medida que el disolvente asciende por la placa, la
muestra se distribuye entre la fase movil y la fase estacionaria. Cuanto mas se une un
compuesto al adsorbente, mas lentamente se mueve en la placa. La placa de CCF se
retira y se marca inmediatamente la posicién del frente de disolvente antes de que el
disolvente se evapore, la placa seca se revela. Por ultimo, se calcula el tiempo de
retencion (R, por sus siglas en inglés, ecuacion 1) de el o los compuestos que se

hayan separado (Figura 15a,b).5*

a) b) Frente de

disolvente

Marca de lapiz

Muestra Origen

Placa cromatografica

Figura 15. Cromatografia en capa fina, a) preparacion de la placa y b) distancia recorrida por el frente

del disolvente y distancia recorrida por los compuestos. (Tomado de Techniques in organic chemistry)
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distancia recorrida por el compuesto
Rf U L L T T T T LT T T . Ec.1

distancia recorrida por el frente de disolvente

Algunos compuestos absorben a la luz visible y sus bandas son evidentes, sin
embargo, son muchos los compuestos que no se observan al visible y es necesario
usar diferentes reveladores. Para los compuestos con cromoéforos que absorben en el
ultravioleta al cuarzo, tales como sistemas aromaticos, carbonilos a, § insaturados y
cualquier otro compuesto que contenga sistemas Tr-conjugados, se utilizan placas
impregnadas con un indicador fluorescente (silicato de zinc activado con manganeso

o sulfuro de cadmio de zinc), y se observan con una lampara UV de 254 y 365 nm.5?

Alternativamente, se usan reactivos que al contacto con la placa cromatografica
generan bandas de color, entre los mas utilizados se encuentra la calcinacion previo
tratamiento con H2SO4 al 50% o vainillina, ambos reveladores son considerados
universales. El reactivo con KMnOs4 se usa para ver principalmente alquenos y
alquinos, los cuales se observan como una mancha amarilla brillante sobre un fondo
purpura. También se pueden visualizar alcoholes, aminas, sulfuros y otros grupos
funcionales facilmente oxidables, sin embargo, sera necesario calentar suavemente la

placa después de la inmersion en la solucion de KMnOa.

4.2.2 Cromatografia en columna (CC).

La CC se usa para separar compuestos no volatiles y se puede llevar a cabo con
diferentes cantidades de muestra, que van desde unos pocos miligramos hasta
gramos, considerando las caracteristicas de la columna. En la CC, la fase estacionaria
es un adsorbente sélido (generalmente gel de silice), empaquetado en una columna y
una mezcla de disolventes sirve como la fase mévil. La separacion ocurre por
interacciones selectivas de los compuestos en la muestra con la fase estacionaria y la
fase movil. La eleccién correcta de los disolventes de elucion y las cantidades a usar
son, en parte, un proceso de prueba y error realizado mediante CCF. Las polaridades
relativas de estas dos fases determinan el orden en que los compuestos en la muestra

se eluyen de la columna (Figura 16).>*
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Figura 16. Proceso de separacion en cromatografia en columna, donde A y B son compuestos de
diferente polaridad interaccionando con la fase estacionaria y con la fase mévil. (Tomado de Techniques

in organic chemistry)

En los inicios de la CC, los compuestos eran separados usando la accién de la
gravedad, debido a esto, la longitud y didametro de las columnas eran grandes, los
tiempos de separacion muy largos y por consecuencia se usaban enormes cantidades
de disolvente. Una variable que mejor6 considerablemente el método de separacion,
fue la introduccién de presién en la columna para que el proceso de adsorcion-
desorcion fuera mas rapido (cromatografia flash), con ello se redujeron
considerablemente el tamafio de las columnas, los tiempos de separacion y la cantidad
de disolventes empleados, en la tabla 1 se resumen las condiciones de separacion
usando presién y considerando las caracteristicas de la mezcla de los compuestos a

separar, se recomienda para cada caso una altura de 5-6 in de silica gel.&

Tabla 1. Dimensiones de columna y volumen de disolvente para cromatografia flash.

Diametro de Volumen de Cantidad de muestra (mg) Volumen
columna (mm) | eluyente (mL) ARi= 0.2 ARf= 0.1-0.2 recolectado (mL)
10 100 100 40 5
20 200 400 160 10
30 400 900 360 20
40 600 1600 600 30
50 1000 2500 1000 50

(Tomado de Still, W.C. et al. 1978)
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4.3 Espectroscopia de resonancia magnética nuclear (RMN).

La espectroscopia de RMN es la herramienta mas utilizada en la elucidacién de
moléculas organicas. A diferencia de otras técnicas espectroscopicas, la RMN no es
un fendmeno que se lleve a cabo naturalmente, en esta técnica se requiere sumergir
a los nucleos con espin diferente de cero en un campo magnético externo (Bo), una
vez que se cumple esta condicion, se hacen interactuar con radiacion
electromagnética. La energia necesaria para la RMN es del orden de radiofrecuencias
y es de mucho menor energia que la que necesitan otras técnicas espectroscopicas
(UV-Vis, IR). El espin nuclear es una propiedad intrinseca a los nucleos y esta
relacionado con el nUmero atémico y el nUmero de masa; y puede ser 0, 1/2, 1, 3/2, 2,
y asi sucesivamente. Cualquier isétopo cuyo nucleo tenga un momento magnético

diferente de cero es en teoria, detectable por espectroscopia de RMN.

Algunos de los nucleos observables incluyen al H, 2H, 13C, N, °F y 3!P (Tabla 2).
Los nucleos méas importantes para la determinacién de estructuras en quimica
organica son el 'H y 13C, ambos tienen un espin de 1/2. Cualquier nucleo con un
namero atdmico par y un nimero de masa par tiene un espin nuclear de cero. Debido

a que 2C y 10 tienen | = 0, no producen sefiales de RMN.%*

Tabla 2. Nucleos de importancia en espectroscopia de RMN.

Ntcleo Espin = Abundancia | Frecuencia RMN Relacion
() (%) (Bo=9.39 T) giromagnética (y)

H 1L 99.9 400 26.7519
2H 1 0.01 61.4 4.1066
10 3 19.5 42.98 2.8746
up 3/2 80.4 128.33 8.5843
13C ) 1.1 100.6 6.7283
14N 1 99.6 28.9 1.9338
15N 1 0.3 40.5 -2.712
170 52 0.03 54.3 -3.6279
19k 1 100 376.5 25.181
29Gj 1 4.7 79.46 -5.3188
sip 1 100 162.1 10.841

(Tomado de Basic one- and two-dimensional NMR spectroscopy)

Hay 21+1 niveles de energia permitidos para un nucleo espin # 0. Debido a que el *H
y 13C tienen | = 1, hay dos niveles de energia posibles para estos nucleos. En ausencia

de un campo magnético externo todos los espines tienen la misma energia, sin
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embargo, en presencia de un campo magnético los espines nucleares tendran
diferente energia, un nivel a, de menor energia y el otro nivel B, de mayor energia
(Figura 17a). La diferencia en la energia entre los niveles (AE), esta directamente
relacionada con la fuerza del campo magnético Bo aplicado externamente. En
espectroscopia, la forma convencional para expresar el cambio de energia esta dado

por la frecuencia (v), segln lo describe la ley de Planck:>°

Una vez que los nucleos estan inmersos en el campo magnético se establece un
estado de pseudoequilibrio, es en este punto donde se irradia a los ndcleos con
radiofrecuencias y se satura al sistema, cuando se deja de irradiar al sistema de
ndcleos, este regresa a su estado basal, el estado de mayor energia cae al estado de
menor energia a través de mecanismos de relajacion, produciéndose una sefial de
RMN (Figura 17b).5°

a) b)

Figura 17. a) Nucleos con espin de ¥z bajo la influencia de un By, a mayor intensidad de Bo mayor es la
diferencia de energias de los estados a y B, b) proceso de excitacién-relajacién de un nacleo. (Tomado

de Techniques in organic chemistry)>6

Por lo general, el analisis de los compuestos organicos se realiza en solucion, para
ello se usan disolventes deuterados, de esta forma el disolvente no interfiere en el
espectro de 'H de la muestra a analizar. Aunque la pureza del disolvente deuterado
sea muy alta, el *H es lo suficientemente sensible para que el disolvente residual no
deuterado se observe en el espectro, lejos de ser un inconveniente, estas sefales

caracteristicas se pueden usar como referencia, aunado a ello, se utilizan referencias
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internas; para el caso de CDClz se hace uso del TMS y se ubica su sefal simple en 0
ppm (Tabla 3).56

Tabla 3. Espectroscopia de RMN de disolventes deuterados.

. Sefial del H residual Sefial en 13C
Disolvente
ppm ppm
CDCl; 7.26 (simple) 77.0 (triplete)
(CD3)2CO 2.04 (quintuple) 29.8 (séptuple)
DMSO-ds 2.49 (quintuple) 39.7 (séptuple)

(Tomado de Techniques in organic chemistry)

Como ya se menciono, la espectroscopia de RMN es la herramienta mas poderosa en

la elucidacion de compuestos organicos; proporciona diferentes tipos de datos que en

su conjunto determinan la estructura de una molécula. La informacion que arroja un

espectro de RMN se describe a continuacion:

a)

b)

NUumero de sefiales; un espectro de una muestra pura tendra tantas sefiales como
nucleos diferentes tenga la molécula, es decir, si se analiza el espectro de proton
de una molécula conocida, se tiene que considerar si sus protones son
guimicamente equivalentes, lo cual vendra determinado por su ambiente quimico.
Para conocer la equivalencia quimica de los nucleos se utilizan criterios de
sustitucion y de simetria. En el caso de moléculas desconocidas, se puede hacer
el andlisis en sentido opuesto, en donde el nimero de sefiales sera el
correspondiente al nimero de nucleos diferentes en la molécula, pero no al
namero de ndcleos totales.

Desplazamiento quimico (6); diversos factores influyen en el desplazamiento
quimico de las sefales, los mas importantes son los efectos de apantallamiento
magnético y la anisotropia magnética.

El campo magnético que siente cada nucleo es ligeramente diferente al campo
magneético aplicado Bo. EI campo magnético exterior hace que los electrones
alrededor del nacleo circulen, creando unas corrientes electrénicas que a su vez
generan un campo magnético que, en general, se opone al campo aplicado. El
campo efectivo que siente el nucleo es igual a Befec=(1-6)Bo, €n donde o es la
constante de apantallamiento. Asi, los electrones que estan en la cercania del
nacleo lo estan protegiendo del campo externo. De esta manera, a mayor densidad

electrénica alrededor del nicleo mayor sera la proteccion y la sefial se desplazara
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a campos altos, y si la densidad electronica disminuye, el nucleo estara
desprotegido y la sefial se desplazara a campos bajos.

Los enlaces quimicos son en general magnéticamente anisotrépicos, debido a que
el momento magnético inducido por un campo externo no es igual en las tres
direcciones del espacio, es decir, la proteccion de los nucleos dependera de la
posicion geométrica en relacion al resto de la molécula. Este efecto se puede
explicar en el caso de moléculas aromaticas, en la corriente en el anillo inducida
por los electrones n deslocalizados colocados en el campo magnético externo, las
lineas de fuerza del campo magnético adicional circulan en sentido opuesto al
campo magnético externo, incrementando y reduciendo la proteccién en los
nucleos vecinos del anillo aroméatico (Figura 18).56

La densidad electrénica alrededor de los nucleos se ve afectada por los grupos
vecinos, los cuales tienen un efecto de proteccién o desproteccion, en la figura 19
se observan las zonas de desplazamiento quimico para algunos de los protones

mMAas comunes en los compuestos organicos.

Corriente del
anillo

El campo inducido
refuerza el campo
externo
(desproteccion)

Campo magnético inducido
Bind
Campo magnético
externo

Figura 18. Anisotropia magnética en anillos arométicos, las lineas de fuerza del campo magnético
inducidas por los electrones r deslocalizados circulan en sentido opuesto al campo magnético externo,
incrementando y reduciendo la proteccién en los nucleos vecinos del anillo aromatico. (Tomado de

https://orgspectroscopyint.blogspot.com)®>
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Figura 19. Desplazamientos quimicos de protones con diferente ambiente quimico. (Tomado de

Spectrometric identification of organic compounds)

c) Integracién; en espectros de 'H con mas de una sefial es posible determinar la
proporcion de los protones en cada una a través de la medicidén del area bajo la
curva, ya que esta es proporcional al numero de protones que genera la sefal.

d) Multiplicidad; en RMN un sistema de nucleos quimicamente equivalentes se
puede observar como una sefal simple, doble, triple y hasta multiple. Lo anterior
se debe al acoplamiento espin-espin con los ndcleos vecinos a través del enlace
quimico (acoplamiento indirecto). Si bien las sefiales pueden ser complejas, existe
una regla basica para obtener la multiplicidad del acoplamiento entre los nacleos
y estd dada por M= 2nl + 1; donde I, es el espin del ncleo al que se esté acoplando
y n, el nimero de ndcleos vecinos.

e) Constante de acoplamiento (J); en las sefales que se desdoblan, la diferencia
en Hz entre los picos que componen la seial se define como constante de
acoplamiento (Figura 20). Existe una dependencia directa entre el valor de la
constante y el angulo diedro tal como se observa en la figura 21, ademas de
depender del angulo diedro el valor de J también depende de la distancia de
enlace, a medida que aumenta la distancia, la constante tiende a cero, por lo que
es comun observar acoplamientos a dos (geminal) y tres enlaces (vecinal), y si las
condiciones geométricas lo permiten es posible observar acoplamientos a cuatro

enlaces, tal como el acoplamiento en meta en anillos aroméaticos (Figura 22).
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@ J=THZ

Figura 20. Acoplamiento indirecto espin-espin. La constante de acoplamiento es la diferencia en Hz
entre los picos que componen la sefial.

J (Hz)

Angulo diedro ¢

Figura 21. Dependencia de la constante de acoplamiento y el angulo diedro, relacion de Karplus.
(Tomado de Technigues in organic chemistry)56

Sistema J (Hz) Sistema J (Hz)
H \ Ha
N, 2 s
C (gem) 6-18 C
~ H \C=Q/ ~ 4-10
b P h,
7 Depende del
\C_C (Vec) sngulo diedro
H / N\ \ /Hb
a Hy cZ
s . -
Ha—(liz(l: (cis o trans) gllléco
\c=c/|-|a 2-7
~ N
Hy,
Ha
\c= - (cis) 5-14
HY “H =~ orto: 7-10
: b ] Hy, meta: 2-3
H ™ para: 0-1
Se= < (trans) 11-19
~ N
b
Ha
CH,—CH, Libre 7 ax - ax: g_—;o
rotacion :
Hy, ec-ec: 2-3

Figura 22. Constantes de acoplamiento de sistemas comunes de protones. (Tomado de Spectrometric
identification of organic compounds)®¢
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4.4 Espectrometria de masas

El andlisis de espectrometria de masas (MS, por sus siglas en inglés) requiere que el
analito esté ionizado y en estado gaseoso, lo anterior se logra mediante la interaccion
entre electrones de alta velocidad o moléculas cargadas con la muestra a analizar,
esto implica la destruccién de la muestra. Una vez que se obtienen los iones, se
separan de acuerdo a su relacion masa/carga (m/z), finalmente pasan al detector para
obtener el espectro. La técnica es tan sensible que se requieren cantidades pequefias
de muestra, del orden de pg, y puede tener una alta resolucion que proporcione la

masa exacta del compuesto.

De acuerdo a las caracteristicas de la muestra, se puede llevar a cabo la infusion de
forma directa o indirecta, para el caso por infusion indirecta la muestra debe pasar por

un cromatoégrafo ya sea GC o LC.%!

Los compuestos obtenidos en este trabajo se analizaron con un espectrometro de

masas ESI-TOF. A continuacion, se describen los componentes del MS ESI-TOF:

a) Fuente de ionizacidn; existen diversos métodos para la ionizacion de la muestra,
la eleccién del método depende de las caracteristicas del compuesto a analizar y
de la informacién que se desee obtener. Las fuentes de ionizacidén mas utilizadas
son la ionizacion electrénica, ionizacién quimica, ionizacidon por desorcién laser,
ionizacién térmica y ionizacién por electronebulizacion (ESI, por sus siglas en
inglés).

La fuente de ionizacion utilizada para este trabajo fue ESI, una de las ventajas de
este método es que se pueden analizar desde compuestos de baja masa
molecular hasta biomoléculas grandes como proteinas, ademas, abarca un amplio
rango de polaridad de las moléculas. En este método la muestra es introducida al
espectrometro en donde se ioniza y después se evapora (Figura 23) para después

pasar por el analizador.®’
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Liquido
fonizado+

Gas
nebulizador
Cono

Formacion de
iones en fase
gaseosa

Sistema
de
entrada

de Taylor

Capilar de
silice fundida

modelo ESI

Figura 23. lonizacion por electronebulizacion, el analito disuelto es introducido a un capilar cargado,
debido a la repulsién de cargas eléctricas el liquido se sale del capilar y forma pequefias gotas altamente
cargadas (aerosol), conforme el disolvente se evapora la interaccion de las moléculas cargadas provoca
que las gotas estallen y finalmente los iones se mueven hacia el analizador de masa. (Tomado de

http://www.cbm.uam.es)®8

b) Filtro de masas; durante la ionizacion se puede generar una mezcla compleja de
iones moleculares (M*) que se deben separar para realizar el analisis
correctamente. Una de las herramientas que se utilizan para analizar los M*™ es el
cuadrupolo, este consta de polos o varillas que se encuentran en estricta
alineacion entre si, en determinadas condiciones de operacién permite el paso de
iones de una determinada relacion m/z, los demas se neutralizan y eliminan como
moléculas sin carga. Variando las sefiales eléctricas de un cuadrupolo es posible
variar el intervalo de valores en relacién de m/z transmitidos, haciendo asi posible

el barrido espectral (Figura 24).51

Detector

lones Resonante

lones No Resonante

Fuente

Voltaje DCy AC

Figura 24. Sistema cuadrupolo, con la variacion de las sefiales eléctricas de un cuadrupolo es posible
variar el intervalo de valores m/z transmitidas haciendo posible el barrido espectral, ademas es posible

la eliminacién selectiva de iones. (Tomado de http://ramontxrf.260mb.net)%°
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c) Analizador de masas; El tiempo de vuelo (TOF, por sus siglas en inglés) es
utilizado como un detector debido a la conexion matematica entre los movimientos
fisicos de los iones y sus valores de m/z, ya que los iones que reciben la misma
energia inicial tendran velocidades que son proporcionales a sus valores de m/z,
esto aumenta la eficiencia al obtener el ion molecular de una determinada

molécula.

Si bien, es importante conocer la masa exacta del analito, esto no define su estructura
guimica, los isémeros presentan la misma relacion m/z. Una herramienta adicional de
la MS, es el uso de la espectrometria de masas tandem (MS/MS), en ella la ionizacion

es seguida de la fragmentacion del M**, los iones fragmentados son caracteristicos de

la estructura. Los iones productos formados a menudo sufren una fragmentacion
caracteristica adicional antes de abandonar la fuente de iones. Esta es la razon por la
que la espectrometria de masas, especialmente cuando se combina con técnicas de
separacion tales como GC o LC, es una forma altamente especifica para identificar
compuestos organicos. Cuando se cuenta con una muestra previamente aislada y

purificada, se puede realizar infusién directa al espectrémetro de masas.®!

4.5 Espectrofotometria de UV-Vis.

Una de las técnicas espectroscopicas que mas se utiliza es la espectrofotometria UV-
Vis. La energia asociada a estas regiones del espectro electromagnético excita a los
electrones de valencia a un nivel energético mayor. La regién del ultravioleta (UV)
usada en el analisis de las muestras abarca de 200 a 380 nm (UV al cuarzo) y la region

visible (Vis) va de 380 a 780 nm (regién detectable para el ojo humano).

Para el andlisis por UV-Vis la radiacién emitida por la fuente pasa al monocromador
donde se seleccionan las frecuencias que seran incididas en forma de barrido a la
solucion. La luz incidente del haz (lo) es atenuada hasta |1 por la muestra, esta fraccion
de radiacion que ha logrado traspasar se denomina transmitancia (T=li/lp), sin
embargo, en los espectros de UV-Vis los resultados se expresan en valores de
absorbancia (Figura 25). La absorbancia (A) es directamente proporcional a la

concentracion (C) y a la longitud (I) de la celda como lo expresa la ley Lambert-Beer
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(Ecuacién 3) y la intensidad de la absorcion se expresa generalmente en términos de

absorbancia molar o coeficiente de extincién molar (g).

Figura 25. Representacion de la ley de Lambert-Beer, relaciona la intensidad de luz entrante (lp), en un
medio con intensidad saliente (1) después de que en dicho medio se produce la absorcién. Hay una
relacién directa de la absorcion de la luz con la concentracién (C), el coeficiente de absorcion (g) y la

longitud de la celda (l) (Tomado de http://www.edym.net)70

Cuando se incide radiacién electromagnética en el rango de UV-Vis a compuestos
organicos, ocurren transiciones electronicas producidas por la excitacion de un
electron en el orbital molecular ocupado de mas energia (HOMO, por sus siglas en
inglés) al orbital molecular no ocupado de mas baja energia (LUMO, por sus siglas en
inglés, figura 26). Las transiciones electrénicas que se llevan a cabo son de c— o*,
n— ¥, n— ¥ y de n— o*, sin embargo, estas transiciones son de poca utilidad ya que
absorben en el UV al vacio (c— o*, n— n*) 0 son transiciones prohibidas (n— n* y de
n— 0%*). Las regiones Utiles de absorcion de moléculas organicas son el UV al cuarzo
y visible, debido a que en este rango absorben los cromdéforos con ciertas
caracteristicas estructurales, por ejemplo: dobles enlaces conjugados, doble enlace
conjugado a un par de electrones no enlazantes en un heterodtomo, sistemas

aromaticos o grupos carbonilos conjugados.’®
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Figura 26. Transiciones electrénicas, los sistemas conjugados absorben a mayores longitudes de onda
que los no conjugados. A medida que la conjugacion aumenta decrece la diferencia energética entre el
HOMO y LUMO vy la radiacion necesaria para producir la transicién n— n* aumenta su longitud de onda.

(Tomado de Quimica organica)’?

4.6 Espectrofotometria de infrarrojo.

En la elucidacién estructural de moléculas organicas es necesario el uso de técnicas
complementarias, una de ellas es la espectroscopia de infrarrojo (IR), siendo esta tan
versatil que permite el analisis de muestras liquidas, en disolucion, pastas, polvos,

peliculas, fibras y gases.

En esta técnica se incide radiacion infrarroja a la muestra, la energia absorbida provoca
vibraciones entre los a4tomos que conforman a la molécula, diferentes grupos de
atomos tendran frecuencias especificas de vibracion al absorber la luz IR. Existen dos
modos béasicos de vibraciones, las que modifican la longitud de enlace (tension), y las
gue modifican el angulo de enlace (flexién). El nimero de vibraciones en una molécula
estara definido por sus grados de libertad, en moléculas poliatdbmicas este nimero es

de 3N-6 (3N-5 en moléculas lineales).”
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Figura 27. Vibraciones fundamentales simétrica y asimétricas entre atomos que conforman una

molécula, provocada por la absorcion de energia infrarroja. (Tomado de https://slideplayer.es)™

Para que la vibracion de una molécula presente absorcion en el espectro de IR, el
momento dipolar de la molécula debe cambiar durante este proceso. Esta es la regla
principal de seleccion para espectroscopia IR, entre mayor sea el momento dipolar, la
banda de absorcién sera mas intensa. En moléculas que tengan un plano de simetria
interno, la vibracién de tensién entre los &tomos centrales no presentard banda de
absorcién ya que su momento dipolar permanece igual sin importar el tipo de enlace
(Figura 28).

\g}-ISO_ |:>Banda de absorcion intensa
/

5—
\?I-I-:CHz C—Banda de absorcién debil
/

Me , Me

;C:'.:C: C——No se observa ni unabanda
Me Me

Figura 28. Las vibraciones entre atomos provocan cambios en el momento dipolar, la intensidad de una

banda depende de la diferencia del momento dipolar.

La excitacion vibracional de dos atomos (A y B) unidos por un enlace puede explicarse
comparandolos con dos masas unidas por un resorte que se comprime y se extiende
a una frecuencia. En este modelo, la frecuencia de la vibracién depende de la fuerza
del enlace entre ellos y de sus masas atdbmicas, cuanto mas fuertes o rigidos son los
enlaces quimicos mayores son las frecuencias observadas, las masas atomicas

menores tienden a originar frecuencias mayores. De hecho, puede verse gque esta
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gobernada por la ley de Hooke (Ecuacion 4); donde v es el niumero de onda, K es la

constante de fuerza y p es la masa reducida (u=mumz/mi+mg).

Cabe sefialar que en los espectros de IR las frecuencias de vibracion se expresan en
namero de onda (v, inverso de longitud de onda). La region del IR se divide en tres
regiones, IR cercano (13 000-4000 cm™), IR medio (4000-400 cm™) e IR lejano (<400
cm?), siendo el IR medio la zona mas utilizada en la caracterizaciéon estructural, en el
IR medio existen dos zonas, la regién de los grupos funcionales (4000 cm™* a 1300 cm-
1) y la region dactilar (1300 cm™ a 670 cm™). La posicién de la banda de absorcion de
los grupos funcionales depende solamente del grupo funcional y no de la estructura
molecular completa, en tanto que las bandas en la regién dactilar son dependientes de
la estructura molecular completa. Debido a las humerosas e interactivas vibraciones
de una molécula organica, bajo las mismas condiciones, no se conocen dos

compuestos diferentes que tengan espectros de IR idénticos (Figura 29).5°

C=0
C=N

c=c c=C

C;N 1800 1500 Huella dactilar
4000 NH OH 3200 2800 2300 2100 Dobles RPN
| | s | |*

|
IEEREEREENEEERERRERNARERRRNREE
4000 3000 e 2000 1O 0% 1000
Numero de Onda (cm™)

Figura 29. Posicién de bandas de absorcién para algunos grupos funcionales en la region del IR medio.

(Tomado de https://orgspectroscopyint.blogspot.com)”®

Con la introduccion de la transformada de Fourier a la espectroscopia infrarrojo (FTIR)
ha mejorado significativamente la calidad de los espectros y se ha reducido al minimo
el tiempo requerido para obtener los datos.

Existen diferentes accesorios para el analisis de muestras dependiendo de sus
caracteristicas fisicas. En muestras solidas se prefiere el uso de un accesorio de
reflactancia total atenuada (ATR, por sus siglas en inglés) debido a que no se requiere

de una preparacion de la muestra. En la practica, la muestra se coloca en contacto
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intimo con un cristal denso y altamente refractivo. El haz infrarrojo pasa a través del
cristal ATR cubierto en la parte superior por la muestra, la onda evanescente penetra
en la muestra y es absorbida. El polarizador genera un haz incidente polarizado
paralelo y perpendicular, la intensidad se vera atenuada por la muestra en las regiones
del espectro de IR donde la muestra absorbe (Figura 30).

Muestra Onda evanescente

Hazde IR Cristal ATR

Polarizador

Detector
Fuente de radiacionIR

Figura 30. Esquema de una celda de ATR, el haz IR pasa a través del cristal ATR donde la onda
evanescente penetra y es absorbida por la muestra, la intensidad se ve atenuada en las regiones del
espectro donde la muestra absorbe. (Tomado de Attenuated total reflectance infrared spectroscopy)’®

Con lo que respecta al uso del IR como herramienta de elucidacion estructural, los
espectros dan informacion valiosa sobre las bandas de absorcion caracteristica para
los grupos funcionales presentes en la molécula y combinando los datos del espectro
de IR con informacion de otras técnicas, como la espectroscopia de RMN,
espectrometria de masas y espectrofotometria de UV-Vis se puede proponer la

estructura molecular de un compuesto organico con un alto grado de certidumbre.
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5. JUSTIFICACION

Las condiciones climéaticas, geograficas y culturales hacen de Oaxaca el estado con
mayor biodiversidad comparado con el resto del pais, esto favorece que la medicina
tradicional esté ampliamente arraigada entre sus comunidades, sin embargo, el
conocimiento que se tiene sobre las propiedades de las plantas es, sobre todo,
empirica y limitada a pocas personas. Actualmente, diferentes grupos de investigacion
realizan trabajos dirigidos hacia la identificacion de los metabolitos secundarios
presentes en las especies usadas para el tratamiento de enfermedades, y de esta
manera contribuir al conocimiento que tienen las personas de la region en el manejo
de las plantas con propiedades medicinales. A nivel global, la OMS esta generando
una serie de estrategias en la medicina tradicional y complementaria con el fin de
promover y regular su uso, debido a que la poblacién cada vez esta recurriendo mas

a los productos naturales para tratar enfermedades.

Este trabajo pretende contribuir al conocimiento de los metabolitos secundarios
presentes en Indigofera suffruticosa, planta que se usa en la medicina tradicional de la
region, empleada para tratar el estrefiimiento, heridas, llagas, sarna, caspa, y los
estudios recientes han demostrado que tiene una importante actividad antiepiléptica.
Sin embargo, existe poca informacion sobre los compuestos que le confieren estas
propiedades, de aqui la importancia de aislar e identificar estructuralmente a los
metabolitos secundarios presentes en la planta, paralelamente, se realizaran pruebas

de actividad antimicrobiana y antioxidante de los extractos de la planta.
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6. HIPOTESIS

El extracto etanodlico de las hojas de Indigofera suffruticosa presentara actividad
antioxidante y antimicrobiana similares a los descritos en plantas del género Indigofera,
ademas, el fraccionamiento por extraccion liquido-liquido con disolventes de polaridad
ascendente permitira la identificaciéon de los metabolitos presentes y establecer las

fracciones que presenten la actividad antioxidante.

41



OBJETIVOS

7. OBJETIVOS

7.1 Objetivo general.

Determinar la actividad antimicrobiana y antioxidante del extracto etandlico de las
hojas de Indigofera suffruticosa y realizar la elucidacion estructural de los metabolitos

secundarios aislados de las fracciones del extracto crudo.

7.2 Objetivos especificos.

e Determinar la actividad antioxidante del extracto crudo y de las fracciones
obtenidas de las extracciones liquido-liquido.

e Determinar la actividad antimicrobiana del extracto crudo.

e Realizar la separacion cromatografica y la elucidacién estructural de los

metabolitos aislados en las fracciones obtenidas.
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8. PARTE EXPERIMENTAL

8.1 Materiales y equipos utilizados.

» Para la obtencion del extracto de las hojas de I. suffruticosa se utilizé un bafio
ultrasénico marca Branson 1510-mth de 45 KHz.

» Para las cromatografias en placa fina se utilizaron como fase estacionaria placas de
gel de silice grado 60 de 0.2 mm de espesor, ALUGRAM Xtra SIL G/UV254 de
Macherey-Nagel y para la fase mévil mezclas de disolventes de diferente polaridad
como hexano/AcOEt y CH2Cl2/MeOH.

» Para el revelado de las placas cromatogréaficas se utilizd una lampara UVG-11 de
254 nm y 365 nm y por calcinacién previo tratamiento de H2SO4 al 50%. Se utilizd
también revelado con vainillina y KMnO4 con calentamiento suave.

= En la cromatografia en columna se utiliz6 como fase estacionaria gel de silice de
230-400 mallas, Kieselgel 60 de Macherey-Nagel, y como fase mévil mezcla de
disolventes (hexano/AcOEt y CH2Cl2/MeOH).

= El andlisis por espectrofotometria UV-Vis se llevé acabo en un espectrofotometro
ultravioleta visible de doble haz modelo LAMBDA 2S 1600-00BB con software UV
WINLAB marca Perkin Elmer.

» Para el andlisis estructural de los compuestos aislados se utilizé un espectrémetro
de Resonancia Magnética Nuclear VARIAN 400MR, de 400 MHz; se utilizaron
disolventes deuterados (CDCls y DMSO-de) y TMS como referencia interna. Los
FIDs obtenidos fueron procesados utilizando el programa MestReNova-9.0.1.

» Los compuestos aislados se analizaron por infusion directa utilizando un
espectrometro de masas tdndem SYNAPT G2-Si de Waters de alta resolucion
equipado con fuente de ionizacion por electronebulizacion, filtro de masas de
cuadrupolo sencillo, celda de colisiones CID y analizador de masas de tiempo de
vuelo (Q-TOF). Las muestras se prepararon a una concentracion final de 1 pg/mL,
utilizando acido férmico al 1% (v/v) en MeOH grado LC-MS. Las condiciones de
operacion fueron: 10uL/min, ESI en modo positivo y negativo, voltaje de capilar de
3000 V, temperatura de capilar de 120°C, voltaje cono 40, temperatura de
desolvatacién de 200°C, flujo de gas de desolvatacion de 800 L/h. La correccién de

los datos espectrales se llevo a cabo infundiendo continuamente el compuesto de
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referencia Leucina Encefalina (556.2771 m/z). El andlisis de los espectros se realizé
con el programa MassLynx (Waters).

= Se complemento la elucidacién de cada compuesto con un espectrofotometro de
infrarrojo con transformada de Fourier e interferometro Dynascan Perkin Elmer
Espectrum 100 equipado con el accesorio universal ATR.

= Los disolventes utilizados en la extraccion y en las cromatografias fueron de grado
técnico previa destilacion simple. Los disolventes deuterados fueron adquiridos en
Sigma Aldrich.

8.2 Metodologia.

En la Figura 31 se describe de manera general el proceso utilizado en el desarrollo del

proyecto.
[ RECOLECCION DE SEC\?\DO
MATERIA PRIMA I > OLIENDA

CCE EXTRACCION 1
ALCOHOLICA J

CROMATOGRAFIA _EXTRACCION
EN COLUMNA LiQuIDO-LiQUIDO

lL A 4

[ ELUCIDACION ] [ ACTIVIDAD ]

ESTRUCTURAL ANTIOXIDANTE

A A

ACTIVIDAD
ANTIMICROBIANA

Figura 31. Diagrama de trabajo empleado en la elaboracién del proyecto.
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9. RESULTADOS Y DISCUSION

9.1 Recoleccion de la planta.

La recoleccion de la planta I. suffruticosa (afiil) se realizdé en la comunidad General
Felipe Angeles, ubicada en el municipio de San Juan Mazatlan del estado de Oaxaca,
en las coordenadas 17.343333 de latitud y -95.318333 de longitud a una altura de 60

msnm y a una distancia de 130 km de San Juan Bautista Tuxtepec.

El material vegetal se recolectd en las instalaciones del CBTa No. 251, en esta
institucion el Ing. Pedro Guerra ha desarrollado desde hace 20 afios el cultivo y
comercializacion de las hojas secas para el tratamiento de diferentes enfermedades y
malestares que incluyen insomnio, Parkinson, epilepsia y migrafa. Dicho producto lo

comercializan en sobres para preparar infusiones (Figura 32) y capsulas.

Figura 32. Presentacién de los sobres con hojas de afiil que se comercializa en la comunidad General

Felipe Angeles, presentacion de 15 g.

La recolecta se realizd en abril del 2017, la seleccién de las plantas se llevo a cabo
con la asesoria del Ingeniero Pedro Guerra, se verificd que las plantas no tuvieran
plagas ni hojas marchitas, se cortaron las ramas dejando los tallos de
aproximadamente 20 cm para su posterior crecimiento, se eliminaron los residuos de
tierra y posteriormente se envolvieron en papel periddico. El material vegetal se

traslado a las instalaciones de la UNPA para el proceso de secado con aire forzado.
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9.2 Secado y molienda.

El proceso de secado se realizé con aire forzado durante una semana, en este tiempo
se mantuvo bajo monitoreo y no se observé descomposicion bidtica. Una vez que el
material vegetal se seco, se desprendieron las hojas y se triturd, se obtuvo un total de
395 g de hojas pulverizadas las cuales fueron almacenadas en bolsas plasticas para

su posterior extraccion (Figura 33).

Figura 33. Hojas de |. suffruticosa después de la molienda para mejorar el proceso de extraccién, se

obtuvo un total de 395 g.

9.3 Extraccion etandlica asistida por ultrasonido (EEAU).

Diversos trabajos analizan dos técnicas de extraccion: maceracion y EAU describiendo
un mayor contenido de compuestos fendlicos y mayor actividad antioxidante en el

extracto obtenido por ultrasonido.””"8

Considerando lo anterior, en este trabajo se realiz6 una extraccion etandlica asistida
por ultrasonido. Para ello se colocaron 90 g de material vegetal seco en un matraz
Erlenmeyer de 500 mL y se adicionaron 200 mL de EtOH, se coloc6é en un bafio
ultrasénico por 30 min (con intervalos de 10 min), una vez transcurrido este tiempo, el
material vegetal se filtré al vacio y se repitié la operacion utilizando 200 mL de EtOH.
Se juntaron los extractos alcohdlicos y se llevaron a sequedad en un rotavapor. Se

obtuvo un rendimiento de 23% con respecto al material seco.
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9.4 Extraccién liquido-liquido.

La extraccion es una técnica utilizada para separar selectivamente un compuesto de
una mezcla. Por ejemplo, un compuesto organico relativamente insoluble en agua
puede separarse de una mezcla acuosa extrayéndolo con un disolvente organico

insoluble en agua.”

Para el proceso de extraccion liquido-liquido se seleccionaron diferentes disolventes

con base a sus propiedades y a sus diferencias en polaridad (Tabla 4).

Tabla 4. Disolventes utilizados para la extraccion liquido-liquido.

Disolvente Punto de ebullicién Constante dieléctrica (g) Densidad (p)
°C (25°C) g/mL
Hexano 69.0 1.89 0.65
CHCl3 61.2 4.80 1.49
AcOEt 77.1 6.02 0.9
n-BuOH 117.7 17.50 0.8
Agua 100.0 81.00 1.0

(Tomado de techniques in organic chemistry)

Para la extraccion liquido-liquido se utilizé la siguiente metodologia: el extracto crudo
se resuspendié en 100 mL de agua y se colocé en un embudo de separacion de 500
mL, se le agregaron 100 mL de disolvente organico, posteriormente la mezcla se agit6é
y se dejo en reposo para que se separaran las fases, la fase organica se recolecto en
un matraz Erlenmeyer y a la fase acuosa se le realizaron dos extracciones mas con la
misma cantidad de disolvente, finalmente se juntaron las fases organicas y se llevaron

a sequedad en un rotavapor.

De la misma manera, la fase acuosa se sometié a biparticiones con los disolventes
CHCls, AcOEt y n-BuOH (3 X 100 mL). Cada una de las fracciones fue concentrada en
un rotavapor por separado y se calculo el rendimiento en porcentaje de m/m (Figura
34).
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Extracto crudo
1459

[ Extracto crudo en H,0O ]

| Biparticién con hexano

[ Fraccionde ] [ Fraccionacuosa |
hexano 51.4% N
Biparticion con CHCl,
Fraccionde [ Fraccionacuosa. ]
CHCI; 7.9%
| Biparticion con AcOEt
[ Fraccionde ] [ Fraccionacuosa. ]
ACOEL. 5.9% | Biparticién con n-BuOH
[ Fracciénde ] Fracciénacuosa
n-BuOH 9.2% 25.3%.

Figura 34. Diagrama del proceso de extraccion liquido-liquido, se muestra el rendimiento en porcentaje

para para cada una de las fracciones organicas y de la fraccion acuosa.

9.5 Pruebas de actividad antioxidante y antimicrobiana.

Una vez realizada la EEAU vy la extraccion liquido-liquido con cada disolvente, la
siguiente etapa consistio en la evaluacion antimicrobiana del extracto crudo y la
evaluacion de la actividad antioxidante del extracto crudo y de las fracciones obtenidas.
Para llevar a cabo las evaluaciones, el extracto crudo y las fracciones de hexano,
CHCls, AcOEt, n-BuOH y la fraccién acuosa se mantuvieron en refrigeracion. Se utilizé
Tween 80® al 1% como disolvente para todos los casos y se realizd el analisis

estadistico en Minitab Statistical Sofware con un nivel de confianza de 95%.

9.5.1 Actividad antioxidante del EEAU y de las fracciones de I. suffruticosa.

Ensayo del radical DPPH.

Se determin6 segln el método de Brand-Williams®® y modificado de acuerdo a Guerra-
Ramirez et al., 2009 quienes propusieron disminuir el volumen utilizadode4al mLy

el tiempo de espera para las lecturas.®!
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Se preparo el stock del DPPH® en MeOH destilado y para la solucién de trabajo se

diluy6 hasta tener una absorbancia de 1.3 medido con un espectrofotdmetro a 517 nm.

El ensayo se realizé de dos formas; de forma cualitativa y se hizo en funcion del tiempo
para observar el comportamiento del extracto crudo y de las diferentes fracciones
(hexano, CHCIs, AcOEt, n-BuOH y acuoso) y de forma cuantitativa para obtener los

valores de ICso.

Para el ensayo en funcion del tiempo se prepararon las soluciones iniciales del extracto
crudo y de las fracciones de hexano, CHCIls, AcOEt, n-BuOH y acuoso a una
concentracion de 1 mg/mL con Tween 80® al 1%. Para las lecturas se prepararon las
muestras con 800 pL de la solucién de trabajo y 200 pL de cada una de las muestras.
Para el ensayo se realizaron dos réplicas cada una por triplicado y se midi6 la inhibicion
del DPPH* a los 0, 5, 10, 15, 20, 30 y 60 min en un espectrofotbmetro a 517 nm, se
utiliz6 &cido ascorbico a una concentracion de 0.1 mg/mL como referencia, los

resultados se muestran en la grafica 2.
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Grafica 2. Inhibicién del DPPH* por 0.2 mg/mL del extracto crudo y por las fracciones de hexano, CHCIs,

AcOEt, n-BuOH y acuosa, utilizando 0.1 mg/mL de acido ascorbico como referencia.
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De acuerdo a los resultados obtenidos al medir la inhibicion del DPPH* en funcion del
tiempo (Grafica 2) se observa que la capacidad antioxidante (reduccion en la
absorbancia) de las fracciones n-BuOH y AcOEt y del extracto crudo es
significativamente mayor que en las fracciones de hexano, CHCIz y acuoso, ya que
desde el minuto 0 hay una reduccion en la absorbancia y conforme el tiempo transcurre
la tendencia se hace constante, o que indica que el DPPH®* se mantiene estable
durante el tiempo que se incuban las muestras, razén por la cual se realizé una dltima

lectura a los 60 min.

Por otra parte, se midio la inhibicion del DPPH®* del extracto crudo y de las mismas
fracciones preparando cada muestra a diferentes concentraciones (0.125, 0.25, 0.37,
0.5, 0.75 mg/mL), con los valores de absorbancia obtenidos se calculd el porcentaje
de inhibicién usando la ecuacién 5 para al final obtener los valores de ICso en cada
caso:

abs del DPPH— abs de la muestra

% de Inhibicion = Py —

Una vez graficado los porcentajes de inhibicion se obtuvo la ecuacion de la recta,
mediante la cual se calcularon los valores de ICso, que refleja la cantidad de extracto
necesario para reducir en un 50% la concentracién inicial del DPPH®. Se realizaron 2
réplicas del ensayo, cada una por triplicado y se utilizé 4cido ascérbico como control.
En la tabla 5 de muestran los resultados obtenidos en pardmetros de pg de

extracto/mL.

Tabla 5. Valores de ICsp obtenidos del extracto crudo y de las fracciones de la extraccion liquido-liquido.

Curva estandar R? ICs0 (ug/mL) % de inhibicion max.
Ac. Ascorbico 0.97 7.88£0.13 74.04 £9.9
Muestra
Ext. Crudo 0.99 104.28 + 8.248 69.18 £ 4.9
F. Hexano - ND 17.09 £ 0.69
F. CHCIs - ND 32.65+1.19
F. AcOEt 0.98 108.21 +5.374A 66.47 £ 0.94
F. n-BuOH 0.98 97.95 £ 6.998 64.36 £ 1.90
F. Acuoso - ND 26.98 + 2.53

Las medias + desviacion estandar que no comparten una letra son significativamente diferentes. Ap <
0.05 B; ABp < 0.05 A,B; Bp < 0.05 A; n=6; ND=No determinado.
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Al obtener los resultados que se muestran en la tabla 5, se observa que las fracciones
de n-BuOH, AcOEt y el extracto crudo presentaron significativamente mayor actividad
antioxidante con valores de ICsode 97.95, 108.21 y 104.28 pg/mL respectivamente (el
valor de ICso para el &cido ascorbico fue de 7.88 pg/mL) que las fracciones de hexano,
CHCIzy acuoso. En cuanto a estas ultimas fracciones no se determinaron los valores
de ICso0 ya que a las concentraciones que fueron evaluadas no llegaron a inhibir el 50%
del DPPH®*. Todos estos datos concuerdan con los resultados obtenidos en el analisis

preliminar mostrados en la gréafica 2.

Ensayo del radical cationico ABTS.

Para medir la actividad antioxidante por el método del ABTS**, se activd 17 h antes
del ensayo de acuerdo a Re et al.? Se prepar6 la solucién de trabajo con buffer de
fosfato salino (PBS, por sus siglas en inglés) pH de 7.5, se diluy6o la solucion
previamente activada hasta llegar a una absorbancia de 0.8 + 0.02 leida a 734 nm. Por
otra parte, se preparo el stock inicial del extracto crudo y las fracciones a analizar a
una concentracion de 2.5 mg/mL, se tomaron 990 pL de la solucion de trabajo y se
agrego6 10 pL de cada una de las muestras y se incub6 durante 6 min; las lecturas se
realizaron con un espectrofotometro a 734 nm. Para este ensayo se realizaron dos
réplicas cada una por triplicado del extracto crudo y de las fracciones hexano, CHCls,
AcOEt, n-BuOH y acuoso. Con las absorbancias obtenidas se calcul6 el porcentaje de
inhibicién para cada una de las muestras (Ecuacién 5) y los resultados se graficaron,
se observa en la grafica 3 que la fraccion de n-BuOH llega a inhibir el 93.5% del ABTS**
seguido de la fraccion de AcOEt con 52.6%, estos resultados concuerdan con lo
obtenido en el ensayo de inhibicion del DPPH*® ya que ambas fracciones fueron las
mas activas. Por otro lado, se realizé una curva estandar con el acido ascorbico a
concentraciones de 1, 2, 3, 4 y 5 ug/mL, (Grafica 4) para calcular los valores
equivalentes de acido ascorbico (VEAC, ecuacion 6) para el extracto crudo y para las
fracciones de hexano, CHCI3, AcOEt, n-BuOH y acuoso, los resultados obtenidos se
observan en la tabla 6 y se expresan como mg de acido ascérbico por g de extracto

SecCo.

VEAC (x) = e D e Ec. 6

m
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Grafica 3. Porcentaje de inhibicién del ABTS** por 25 pg/mL del extracto crudo y cada una de las
fracciones. Las medias + desviacién estandar que no comparten una letra son significativamente

diferentes; #p < 0.05 B,C,D,E,F; n=6.
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Gréafica 4. Inhibicién del ABTS** por el &cido ascérbico a diferentes concentraciones.
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Tabla 6. VEAC obtenidos de la inhibicion del ABTS**,

Extracto/Fraccion VEAC/g extracto seco
E. Crudo 94.28 + 0.008
F. Hexano 65.38 + 0.033
F. CHCIs 112.72 + 0.038
F. AcOEt 137.59 + 0.156
F. n-BuOH 240.55 + 0.039
F. Acuoso 55.20 +£.0.046

Con base a los resultados obtenidos (Gréfica 3) se observa que la fraccion n-BuOH es
significativamente mas potente que el resto de las muestras analizadas, ademas, se
obtuvieron los VEAC (Tabla 6) para cada una de las muestras, y se corrobora que la
fracciobn con mayor potencial antioxidante es la fraccion de n-BuOH con VEAC de
240.55, seguido de la fraccion de AcOEt con VEAC de 137.59 mg/g extracto seco.

Se realiz6 el analisis estadistico por el método de Tukey y una confianza de 95% donde
se confirmd que estadisticamente la fraccibn n-BuOH es significativamente mas
potente que la fraccion de AcOEt, por tanto, se considera a la fraccion de n-BuOH
como la fraccién que posee la mayor actividad antioxidante seguido del extracto crudo
y la fraccion de AcOEt, y que las fracciones de hexano, CHCI3 y acuoso, no presentan

actividad antioxidante significativa a las concentraciones que fueron evaluadas.

Son pocos los estudios de la actividad antioxidante en especies del género Indigofera,
en uno de ellos se realizo el estudio en el extracto metandlico de I. cassioides mediante
el ensayo del DPPH?®, como resultado, obtuvieron valores de 1Cso de 13.97 pg/mL
comparado con el &cido ascérbico (9.03 ug/mL), los autores atribuyen dicho resultado
a los compuestos fendlicos y flavonoides presentes en las hojas de |. cassioides.®?
Otro estudio realizado en los extractos de hojas de I. caerulea obtenidos con éter de
petréleo, AcCOEt y MeOH, mediante el ensayo del DPPH?®, obtuvieron valores de ICso
de 140 pug/mL de la fraccién de éter y 52.5 pg/mL en la fraccion de MeOH, sin embargo,
en la fraccion de AcOEt se obtuvieron valores de ICso por arriba de 1000 pg/mL, cabe
mencionar que en el mismo estudio se cuantificé el contenido de compuestos fendlicos

siendo el extracto metandlico el que mostré mejores resultados.?

53



RESULTADOS Y DISCUSION

Los valores de ICso obtenidos en el extracto crudo de las hojas de I. suffruticosa
(104.28 pg/mL) se encuentran por arriba de los resultados descritos en los estudios
mencionados anteriormente, esto debido a que se utiliz6 un disolvente de menor
polaridad y por tanto no se extrajeron todos los compuestos de mayor polaridad, como
los compuestos fendlicos, flavonoides, entre otros, que son los compuestos a los que
se le atribuyen la actividad antioxidante.®®> Sin embargo, con los resultados obtenidos
en este trabajo es posible proponer que el EtOH extrajo la concentracion necesaria de
flavonoides y polifenoles para inhibir los radicales libres en los ensayos de DPPH® y
ABTS**, pero no se obtuvieron las cantidades suficientes de ellos para que fueran

aislados e identificados.
9.5.2 Actividad antimicrobiana del extracto crudo de |. suffruticosa.

Se realiz6 la actividad antimicrobiana del extracto crudo para determinar la
concentracion minima inhibitoria (MIC, por sus siglas en inglés). Como primera etapa,
se reactivo la cepa de Escherichia coli mediante inoculacion por estriado en medio
sélido de agar nutritivo a temperatura de 37 = 2°C por 24 h. Se tomaron colonias de
igual morfologia y se emulsionaron en solucién salina hasta obtener 0.5 de densidad
Optica medido a 600 nm.

Posteriormente se preparo el stock del extracto crudo (20 mg/mL) y se prepararon
diluciones a diferentes concentraciones, por otra parte, se colocaron 5 mL de medio
Luria Bertani (LB) en tubos Falcon, se agregaron 200 pL del in6culo y 200 pL de las
muestras para obtener concentraciones finales de 190, 370, 740, 1090 pg/mL y un
blanco. Todas las muestras se incubaron a 37°C con agitacion de 120 rpm.

Se realiz6 la cinética de crecimiento y efecto inhibitorio del extracto crudo sobre el
crecimiento de E. coli midiendo la absorbancia en un espectrofotometro a 600 nm,
tomando lecturas cada 60 min (se realizaron dos réplicas cada una por triplicado), los
resultados se muestra en la grafica 5 y con base a ello se realiz6 el analisis estadistico
por el método de Tukey con una confianza de 95%, se observo que en la hora 11 a
una concentracion de 370 pg/mL, los valores obtenidos con respecto al control
presentaron una diferencia significativa, lo que significa que la MIC del extracto crudo
es de 370 pg/mL (Grafica 6).
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Grafica 5. Actividad antimicrobiana del extracto crudo sobre el crecimiento de E. coli, a una
concentracion de 190 ug/mL la inhibicion es nula comparado con el control, se observa inhibicién en el
crecimiento de la bacteria a partir de 370 pg/mL del extracto crudo en la hora 10, a una mayor

concentracion la inhibicion de E. coli es mas evidente.
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Gréfica 6. Concentracién minima inhibitoria del extracto crudo (370 pg/mL) en el crecimiento de E. coli,

con base al andlisis estadistico se obtuvo diferencia significativa respecto al control en la hora 11.
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Los resultados de inhibicién del extracto crudo fueron comparados con un antibiético
(ampicilina) usado como control negativo, para ello se utilizd la misma metodologia
descrita anteriormente en concentraciones de 0.1, 0.2 0.3, 0.4, 0.5 pg/mL, se realizaron
dos réplicas cada una por triplicado. Los resultados fueron tratados estadisticamente
y se observo que a la hora 11 los resultados de la ampicilina con respecto al control

presentan una diferencia significativa, la MIC fue de 0.5 pg/mL (Grafica 7).
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Gréfica 7. Concentracién minima inhibitoria de ampicilina (0.5 pg/mL) en el crecimiento de E. coli, con

base al analisis estadistico se encontro diferencia significativa respecto al control en la hora 11.

Pereira et al., publicaron en 2006 un estudio de la actividad antimicrobiana del extracto
acuoso de |. suffruticosa, midieron la actividad inhibitoria en varios microorganismos,
los resultados muestran actividad contra bacterias gram positivas como
Staphylococcus aureus (MIC=5000 pg/mL) y en cepas de dermatofitos como
Trichophyton rubrum y Microsporum canis (MIC=2500 pg/mL), mientras que los
ensayos en bacterias gram negativas como la E. coli no mostraron actividad
inhibitoria.** A diferencia de lo descrito por Pereira et al., en este trabajo se realizé un
extracto etandlico de las hojas de I. suffruticosa y el extracto crudo mostro actividad
inhibitoria sobre el crecimiento de E. coli (MIC=370 pg/mL). Este resultado se debe a
gue los metabolitos secundarios aislados en EtOH son de naturaleza menos polar que

los aislados en un medio acuoso.
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Como se menciond anteriormente se han identificado algunas familias de compuestos
en la planta I. suffruticosa como flavonoides, alcaloides, cumarinas, triterpenos,
flavonas, entre otros, que pueden ser los responsables de la actividad inhibitoria.
Aunado a ello, en este trabajo se describe el aislamiento y elucidacién estructural de
ocho compuestos, de los cuales, los alcaloides triptantrina (38) e indican (3), presentan

actividad antibacterial segun los resultados de la revision bibliogréfica.

9.6 Cromatografia en capa fina.

Una vez que se llevaron a cabo las biparticiones con los disolventes de diferente

polaridad, se realizaron las CCF de las fracciones obtenidas.

En las fracciones de hexano y CHCI3 la fase movil utilizada para las CCF fue un sistema
hexano/AcOEt en diferentes proporciones. Mientras que para las fracciones de AcOEt,
n-BuOH y agua, debido a la polaridad de los compuestos presentes en estas

fracciones, se utilizaron sistemas de CH2Cl2/MeOH.

En la figura 35 se muestran las placas cromatograficas donde se observan los
compuestos presentes en cada fraccion. Para visualizar los compuestos se usaron los
siguientes reveladores: luz visible, lampara de UV de 365 y 254 nm, KMnOQOa, vainillina
y calcinacion con H2S04 al 50%. Los compuestos que se observan al visible tienen
como caracteristica la presencia de un gran nimero de insaturaciones conjugadas;
cuando se observa un color en la CCF se puede conocer el rango de longitudes de
onda a la cual absorbe dicho compuesto, por ejemplo: si se observa de color naranja
significa que el compuesto absorbe entre 440 y 470 nm, como es el caso del -
caroteno. Considerando que, a medida que disminuye el nimero de insaturaciones
conjugadas aumenta la energia de absorcion de las moléculas, fue necesario el uso
de una lampara de ultravioleta (365 y 254 nm) que permitiera visualizar los compuestos
con cromoéforos que absorben a esas longitudes de onda. Ademas, se utilizaron
reveladores considerados universales, como la vainillina y el H2SO4 que permiten ver
un amplio nimero de compuestos no volatiles; en el caso del KMnO4 se observan
aguellos compuestos que tienen en su estructura grupos que se oxidan, como

alcoholes, alquenos, alquinos, entre otros.
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Después de que se revelaron las placas cromatogréaficas se observan alrededor de 15
compuestos, sin embargo, con la informacién que proporciona la CCF no se pueden
proponer estructuras quimicas, para ello se requiere de estandares. En este caso, las
CCF se utilizaron para conocer el comportamiento de los compuestos en sistemas de
diferente polaridad con el fin de establecer las condiciones para la cromatografia en

columna.

Fraccién uv uv

Siztlﬁrg;gnde visible 365 nm 254 nm KMnOy4 Vainillina H,SO,4

Hexano
(hex/AcOEt
9:1)

CHCl3
(hex/AcOEt
7:3)

AcOEt
(CHzclleeOH
9:1)

n-BuOH
(CHzclleeOH
9:1)

H-0
(CHzclleeOH
7:4)

Figura 35. CCF de las fracciones obtenidas de la biparticién liquido-liquido del extracto crudo, en
sistemas de hexano/AcOEt para las fracciones de hexano y CHCIs; sistemas de CH2Cl2/MeOH para las
fracciones de AcOEt, n-BuOH y acuoso. Se utilizaron como reveladores lampara de UV de 365 y 254

nm, KMnQg, vainillina y H2SOa.
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9.7 Cromatografia en columna.

De acuerdo al diagrama de trabajo planteado, una vez que se obtuvieron las cinco
fracciones del extracto crudo, se procedi6 a realizar la separacion cromatografica de

cada una de ellas. De forma general las CC se realizaron de la siguiente manera:

La seleccion del tamafio de columna se hizo en funcion de la cantidad de muestra a
separar, en todos los casos la fase estacionaria fue gel de silice y para la fase movil
se usaron mezclas de disolventes de diferente polaridad. La fraccion a purificar se
disolvio y se soportd en gel de silice y se llevé a sequedad en el rotavapor, una vez
homogeneizada la mezcla se coloc6 en la columna previamente empacada y se eluyo
con la fase movil adecuada y se recolectaron fracciones. Se siguidé el curso de la
cromatografia en columna por CCF y se seleccionaron las fracciones puras para su
concentracion y posterior elucidacién estructural. En la tabla 7 se resumen los
compuestos que fueron aislados y/o identificados en las diferentes CC de las
fracciones obtenidas por biparticion liquido-liquido.

Tabla 7. Compuestos aislados de las fracciones del extracto etandlico por CC.

Fracciones Compuestos aislados/identificados

B-caroteno

B-sitosterol

Hexano Fitol

indigo

Indirubina

indigo

Indirubina

Triptantrina

indigo

AcOEt Indirubina

Indican

Glucésido de acido antranilico
Indican

Glucésido de acido antranilico
Indican

Glucésido de acido antranilico

CHCI3

n-BuOH

ACUO0SO
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9.7.1 p-caroteno.

Después de realizar la separacion por CC de la fraccion de hexano, se obtuvo un
compuesto que absorbe la luz visible y en CCF presenta un R=0.58 en un sistema
hexano/AcOEt (9:1). Debido a la polaridad de la muestra y principalmente por su color
(amarillo-naranja), se consideré la estructura de un compuesto con un sistema
altamente conjugado. Por tanto, el compuesto aislado se compar6 por CCF con un
estandar de B-caroteno comercial (Figura 36a) en el mismo sistema y se observé que
presentan el mismo Rs (Figura 36b). Ademas, en el analisis por espectrofotometria de
UV-Vis se observan tres bandas de absorcion en 425, 450 y 477 nm (Figura 37a)
caracteristicos para lo descrito para el B-caroteno en solucion con hexano (Figura
37Db).86

Figura 36. Identificacion del compuesto aislado de la fracciéon de hexano, en un sistema hexano/AcOEt
(9:1), se observa en a) la CCF del compuesto aislado contra B-caroteno (35) comercial y b) estructura

del compuesto identificado como (-caroteno (35).
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Figura 37. Comparacion del a) espectro de UV-Vis del B-caroteno (35) aislado; en solucién con hexano

y del b) espectro de UV-Vis para el B-caroteno (35) descrito en la literatura; en hexano.8’

En el espectro de RMN de 'H del B-caroteno (35) se distinguen las sefales de los
protones vinilicos en la regién de 6-7 ppm. Debido a la simetria de la molécula (C2)
solo se observan las sefales de siete protones vinilicos (H-7, H-8, H-10, H-11, H-12,
H-14 y H-15), mismas sefiales que coinciden con las descritas en la literatura (Figura
38).82

b)
B-Caroteno
6.7 6.6 6.5 6.4 6.3 6.2 6.
f1 (ppm)
) M % m
N ea l‘LALJ.. I|U_w
7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0
f1 (ppm)

Figura 38. Espectro de *H del a) B-caroteno (35) aislado; RMN de 400 MHz en CDCls, b) expansion de

los protones vinilicos del B-caroteno (35) descrito en la literatura en CDCl3.88
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Si bien el B-caroteno (35) es un compuesto bastante recurrente en las plantas debido
a que estan involucradas en la fotosintesis, hay un creciente interés sobre esta
molécula debido a las propiedades biolégicas que exhibe. Es importante conocer sus
caracteristicas fisicas, quimicas, entre otros, puesto que esta presente en una planta
que se utiliza en la medicina tradicional y que se mantiene en las hojas después de los
procesos de secado y extraccion.

El B-caroteno es un tetraterpeno construido a partir de ocho unidades isoprénicas,
unidas de tal forma que la secuencia se invierte en el centro. Una caracteristica
distintiva, es su extenso sistema de dobles enlaces conjugados, que sirve como el
cromoforo absorbente de la luz responsable del color amarillo, naranja o rojo que estos

compuestos transmiten a muchos alimentos.”’

Es conocido como un pigmento natural presente en la mayoria de las frutas y
vegetales, plantas, algas y bacterias fotosintéticas. Una de las principales funciones
del B-caroteno es ser pro vitamina A. Estructuralmente, la vitamina A (retinol) es
esencialmente una mitad de la molécula de B-caroteno (35) con una molécula de agua
afiadida al final de la cadena lateral del polieno. Los carotenoides aciclicos y las
xantofilas (en las que los anillos B tienen sustituyentes hidroxilo, epoxi y carbonilo) no
son provitaminas A.”® Cabe resaltar que los seres humanos no pueden sintetizar
carotenoides y deben ingerirlos en los alimentos o mediante la administracion de

suplementos.

Existe evidencia de que los carotenoides, ademas de los efectos beneficiosos sobre la
salud ocular, también producen mejoras en la funcidn cognitiva, cardiovascular y

pueden ayudar a prevenir algunos tipos de cancer.
9.7.2 B-sitosterol y fitol.

En la fraccion de hexano se observo por CCF una mezcla compleja de compuestos,
que fue necesario usar varios reveladores para poder distinguirlos. Dada la
complejidad de la mezcla se utilizaron dos estandares (-sitosterol y fitol) de naturaleza
no polar que se conocen son comunes en las plantas. En la CCF de las muestras

analizadas, en un sistema hexano/AcOEt (8:2) revelada por calcinacion previo
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tratamiento con H2SO4 al 50%, se identificO la presencia de estos compuestos, (-

sitosterol con R=0.63 y fitol con un R=0.45 (Figura 39).

Figura 39. CCF de las fracciones 1-6 usando como referencia: F fitol y B-s B-sitosterol, en un sistema
hexano/AcOEt (8:2), las placas se revelaron a a) luz visible, b) en lampara de UV de 254 nm, c) UV 365

nm y d) H2SO4 al 50% vy calcinacion.

El p-sitosterol (7, Figura 40) es el mas abundante de los fitoesteroles, pertenece al
grupo de esteroides producidos por las plantas.®® Existen estudios de que el consumo
de B-sitosterol (7) disminuye los niveles de colesterol en sangre al evitar su absorcion
intestinal.®® También se ha demostrado en ensayos in vivo que tiene actividad
antiinflamatoria, analgésica, antihelmintica y antimutagénica.®? Ademas, ensayos
clinicos en humanos demostré un efecto significativo en la reduccién de los sintomas

de hiperplasia prostatica benigna.®?

7

Figura 40. Estructura de B-sitosterol (7) identificado en la fraccion de hexano.

Se ha especulado que los fitoesteroles inhiben la produccion de carcinégenos, el
crecimiento de células cancerigenas, la invasion, la metastasis y promueven la
apoptosis de células cancerosas. En resumen, la creciente evidencia respalda el papel
de los fitoesteroles en la protecciéon contra el desarrollo del cancer. Por lo tanto, los
fitoesteroles podrian incorporarse a la dieta no solo para reducir el riesgo de

enfermedad cardiovascular, sino también para prevenir el desarrollo del cancer.®*
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Por otra parte, el fitol (36, Figura 41) abunda en la naturaleza debido a que es parte de
la molécula de la clorofila.®®> Desde el punto de vista farmacoldgico, el fitol y sus
derivados han demostrado tener actividad ser antimicrobiano,® citotéxico, antitumoral,
antimutagénico, antitetagénico, antibiético-quimioterapéutico, antidiabético, reductor
de lipidos, antiespasmddico, anticonvulsivo, antinociceptivo, antioxidante,
antiproliferativo,®” antiinflamatorio, ansiolitico, antidepresivo, inmunoadyuvante y
facilitador del crecimiento del cabello.®® Por Gltimo, estudios in vivo en roedores han

demostrado una importante actividad anticonvulsiva.®®

/‘\/\/l\/\/l\/\)\/\OH

36

Figura 41. Estructura de fitol (36) identificado en la fraccion de hexano.
9.7.3 Indigo e indirubina.

Inicialmente de la separacion en CC de las fracciones de hexano y CHCIs se obtuvieron
fracciones que absorben al visible, en CCF se observan dos bandas de color azul y
rosa. Después de realizar CC sucesivas para separar estos compuestos, las fracciones
puras se llevaron a sequedad, sin embargo, la cantidad de muestra no fue suficiente

para realizar el analisis por RMN.

Al realizar una revision bibliografica del género Indigofera se encontré un estudio sobre
la produccién del colorante indigo (1) por fermentacién en dos plantas de diferentes
géneros, y concluyen que en dicha fermentacién ocurre la formacion del colorante afiil
y de un is6mero llamado indirubina (37). El andlisis de la formacién de los dos
compuestos se llevd a cabo en cromatografia en capa fina y describen valores de
Ri=0.69 para el indigo (1) y un R=0.49 para indirubina (37) en un sistema
hexano/CHCIz/MeOH (7:4:1, figura 42a).1® Con base a esta informacién, se usé el
mismo sistema para la mezcla de los dos compuestos aislados de las columnas de
hexano y CHCIs, y se observé que tienen un comportamiento similar en Rty color a lo
descrito previamente (Figura 42b). Con estos resultados se concluyé que dichos
compuestos pertenecen al indigo (1), compuesto azul e indirubina (37), compuesto de

color rosa (Figura 42c-d).
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Figura 42. ldentificacién de los compuestos aislados de la fraccion de hexano y CHCIz, a) CCF del
analisis realizado sobre la produccidn del indigo en donde: 1 es la mezcla obtenida de B. cusia Brem, 2
la mezcla obtenida de I. tinctoria Linn y 3 representa al estandar de indigo, b) CCF de los compuestos

aislados, c) estructura del compuesto identificado como indigo (1) y d) estructura de indirubina (37).

Siguiendo con el andlisis de las fracciones aisladas, las muestras se llevaron al
espectrofotometro de UV-Vis, en los espectros obtenidos se observo absorcién con
una Amax.=600 nm que coincide con lo descrito para el compuesto 1 (Figura 43a,b)%t y
Amax= 560 nm que coincide a su vez con lo descrito para el compuesto 37 (Figura

44a,b).102

Figura 43. Comparacion de los espectros de UV-Vis del compuesto aislado de la fraccion de hexano,
a) espectro del indigo (1) aislado; en CHCIz y b) espectro del indigo (1) descrito en la literatura; en

CHCls.101

65



RESULTADOS Y DISCUSION

Figura 44. Comparacioén de los espectros de UV-Vis del compuesto aislado de la fraccion de hexano,
se observa en el a) espectro de indirubina (37) aislado; en CHCIs, b) espectro de indirubina (37) descrito

en la literatura; en CHCls.102

Como se menciond previamente, el género Indigofera y, sobre todo, la especie
suffruticosa (afiil) es una de las principales fuentes del colorante indigo (1), de igual
forma, existen estudios de que la indirubina (37) es ampliamente utilizada como un
pigmento por su color rosa-rojo, es por ello que su identificacion en las fracciones

obtenidas fue relativamente sencilla.

El indigo (1), es uno de los colorantes naturales mas conocidos y antiguos, se forma a
partir del indican (3) por fermentacion de material vegetal seguido de la oxidacion del
indoxil cuando se expone al aire, una de las razones de su popularidad y de su uso

intensivo se puede deber a su alta fotoestabilidad. %3

Una de las principales fuentes del colorante afil son Baphicacanthus cusia Brem,
Indigofera suffruticosa, Indigofera tinctoria, Polygonum tinctorium e Isatis indigotica.%*
Se considera que el indigo (1) no es un metabolito secundario, sin embargo, se ha
estudiado su uso en el tratamiento de la psoriasis, y se encontré que en mezcla con
indirubina y triptantrina tiene buenos resultados.'®® Ademas, presenta actividad
inmunoestimulante y actividad citotoxica frente a lineas celulares de adenocarcinoma
de mama (LM2) y de pulmén (LPQ7).1%

Por otro lado, indirubina (37), es un pigmento rosa-rojo similar a la estructura del

compuesto 1; se ha aislado de Polygonum tinctorium, Baphicacanthus cusia Brem y

66



RESULTADOS Y DISCUSION

de Indigofera tinctoria.l%” Estudios in vivo demuestran que la indirubina (37) posee
actividad como antiviral,1%® antiinflamatoria,'®® antiproliferativa frente a células de
cancer de mama humano (MCF-7)!19%11y se describe su uso en el tratamiento de

leucemia mielocitica cronica.1?
9.7.4 Triptantrina.

Al hacer la separacion por CC de la fraccion de AcOEt se aislé un compuesto de color
amarillo que absorbe al visible (Figura 45d), en CCF con un sistema hexano/AcOEt
(7:3) se observa en la ldmpara de UV a 254 nm y en 365 nm con un R=0.6 (Figura
45a-c). Se concentraron las fracciones y se obtuvo 16.2 mg del compuesto puro,

posteriormente se realiz6 el analisis de la muestra por RMN, MS, UV-Vis y FTIR.

Figura 45. CCF de las fracciones obtenidas de la separacién por CC de la fraccién de AcOEt, en un
sistema hexano/AcOEt (7:3), se observan a a) luz visible, b) en lampara de UV a 234 nm y c) UV de

354 nm, d) después de retirar el disolvente.

El andlisis de los espectros de RMN del compuesto aislado de la CC de la fraccion de
AcOEt, llevo a proponer la estructura del indol[2,1-b]quinazolin-6,12-diona (triptantrina
(38), figura 46). En el espectro de 'H del compuesto 38 se observan 8 sefiales que
tienen la misma integral en el rango de 7.2 a 8.7 ppm, que corresponden a los protones
aromaticos. Fue posible establecer la sustitucion de los anillos aromaticos a través de
la multiplicidad y de las constantes de acoplamiento. Se pudieron reconocer dos
sistemas aromaticos disustituidos, los patrones de multiplicidad revelan la disustitucion
en orto. Por ejemplo, para H-1 se observa una multiplicidad doble de doble de doble
con constantes de 7.9, 1.5y 0.5 Hz caracteristicos de los acoplamientos en orto, meta
y para, en tanto que para H-3 se observa una multiplicidad doble de doble de dobles,
con constantes de 8.1, 7.3 y 1.5 Hz caracteristicos de dos acoplamientos en orto y uno
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en meta (Figura 46). Los protones H-2 y H-4 presentan el mismo patron de multiplicidad
que H-1 y H-3, y el otro anillo aromético presenta el mismo patron en las cuatro

sefales, lo que indica que también esta disustituido en orto.

i.55

A (ddd) A (ddd)
8.45 7.86

MJ\UML

I L L L L L L L L e L e e e T
85 85 85 85 84 84 84 84 79 79 79 79 79 78 78 7
f1 (ppm) f1 (ppm)

Figura 46. Multiplicidad y constante de acoplamiento de los protones H-1 y H-3 de triptantrina (38).

Con los resultados de los espectros gCOSY y TOCSY se confirmd la correlacion de
los dos sistemas arométicos disustituidos en posicién orto (Figura 48 y 49). En el
espectro de 3C se observan 15 sefiales correspondientes a los carbonos de la
estructura de triptantrina (38), de los cuales el C-6 y C-12 presentan los
desplazamientos tipicos de carbonilos y 5 sefales corresponden a los carbonos
cuaternarios: C-4a, C-10a, C-5a, C-12a, y C-6a, el resto son los carbonos de los dos

sistemas del anillo aromaético.

Figura 47. Estructura de triptantrina (38) y correlacion de los protones en gCOSY.
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Figura 48. Espectro gCOSY de triptantrina (38); se resalta la correlacion de un sistema aromatico

disustituido en orto correspondiente a la estructura 38. RMN de 400 MHz; CDCls.

Figura 49. Espectro TOCSY de triptantrina (38); se observa de color rojo y azul los dos sistemas

arométicos correspondientes a la estructura 38. RMN de 400 MHz; CDCls.
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Con el experimento de gHSQC, se obtuvo la correlacion de los protones con sus
respectivos carbonos (Figura 51), los desplazamientos quimicos de H y 3C del
compuesto 38 se describen en la tabla 8 y se comparan con lo descrito en la literatura,
para cada caso se observan los mismos desplazamientos quimicos. En el experimento
de gHMBC los protones H-1 y H-7 correlacionan con un grupo carbonilo diferente C-
12 y C-6 respectivamente, ademas que H-1 correlaciona con C-3 y C-4a, mientras que
H-7 correlaciona con C-9, C-6 y C-10a. Siguiendo con el analisis se observé que H-2
correlaciona con C-4 y con el carbono cuaternario C-12a; H-3 correlaciona con C-1y
con C-4ay H-4 con C-2y C-12a, ademas, en la parte inddlica, se observa la correlacion
de H-10 con C-6a y C-8 (Figura 50 y 52).

Figura 50. Estructura de triptantrina (38) y correlacién de sus protones con los carbonos en gHMBC.

Figura 51. Espectro gHSQC de triptantrina (38); se observa con lineas punteadas la correlacion directa

de los protones con los carbonos a los que estan unidos. RMN de 400 MHz; CDCls.
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Figura 52. Espectro gHMBC de triptantrina (38); Se observan con lineas punteadas las correlaciones a

tres enlaces entre los protones y los carbonos. RMN de 400 MHz; CDCls.

Tabla 8. Desplazamientos de H y 13C para triptantrina (38); RMN de 400 MHz; CDCls.

No. & H Referencia 813C Referencial03
1 8.44 (ddd, J=7.9, 1.5, 0.5 Hz) 8.42 127.5 127.5
2 7.68 (ddd, J=8.1, 7.9, 1.2 Hz) 7.66 130.2 130.2
3 7.84 (ddd, J=8.1, 7.2, 1.5 Hz) 7.84 135.1 135.1
4 8.04 (ddd, J=7.2, 1.2, 0.5 Hz) 8.02 130.7 130.7

4a 146.5 146.6
5a 144.3 144.3
6 182.5 182.6
6a 121.8 121.9
7 7.92 (ddd, J=7.6, 1.4, 0.6 Hz) 7.9 125.4 125.4
8 7.44 (ddd, J=7.6, 7.6, 0.9 Hz) 7.42 127.2 127.2
9 7.8 (ddd, J=8.1, 7.6, 1.4. Hz) 7.78 138.2 138.3
10 8.6 (ddd, J=8.1, 0.9, 0.6 Hz) 8.62 117.9 118.0

10a 146.3 146.3
12 158.0 158.1

12a 123.7 123.7

Una vez que se tuvo como propuesta la triptantrina (38) fue necesario corroborar la
formula molecular mediante MS ESI-TOF en modo positivo, se obtuvo un espectro con
un idn molecular cuya relacion m/z fue de 249.0659 [M+H]*y una formula molecular

de C1sH9N20:2 lo cual coincide con la masa exacta y formula molecular esperada para
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el compuesto 38, ademas, para contribuir a la identificacion del compuesto, se
fragmentd la molécula operando el equipo en modo MS/MS utilizando una energia de
colision de 25 eV (Figura 53), sin embargo, en las bases de datos (METLIN, HMDB,
MASSBANK) no se encontraron registros experimentales del compuesto 38 para ser
comparados, asi que con los datos obtenidos se puede contribuir a la base de datos.

También se caracteriz6 a la triptantrina (38) por espectrofotometria UV-Vis y FTIR.
Para cada caso, la muestra se disolvio en CHCIs. El espectro de UV-Vis se obtuvo con
un barrido en el rango de 700 a 200 nm; como resultado se observan las bandas de
absorcién en 254 nm, 313 nm, 335 nm y 398 nm (Figura 54). En el espectro de
infrarrojo destacan las bandas de vibracion de los grupos carbonilos, en 1735 cm™ se
observa al carbonilo de amida y en 1689 cm™ la banda correspondiente al grupo
carbonilo de cetona (Figura 55). Todos estos datos son consistentes con los descritos

para el alcaloide indolquinazolinico triptantrina (38).1%3

Figura 53. Espectro de MS/MS-ESI en modo positivo de triptantrina (38).
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Figura 54. Espectro de UV-Vis de triptantrina Figura 55. Espectro de IR de triptantrina (38).
(38); en CHCla.

El alcaloide indolquinazolinico 38 se ha aislado/identificado anteriormente en
materiales vegetales utilizados tradicionalmente como colorantes, incluido el algodon
chino (Isatis tinctoria), afil japonés (Polygonum tinctorium), Assam indigo
(Strobilanthes cusia), indigo naturalis (Strobilanthes formosanus) y la Adelfa tintérea
(Wrightia tinctoria). También se ha aislado de los frutos del arbol de bala de cafion

(Couroupita guaianensis) y de las orquideas Phaius mishmensis y Calanthe discolor.'4

Por otro lado, estudios in vitro e in vivo demuestran que la triptantrina (38) posee
actividad como: agente antiproliferativo,’*®> antitumoral ante células de leucemia
monocitica y promielocitica (U-937 y HL-60)6, quimiopreventivo,'l’ antiparasitario
(contra Plasmodium falciparum y Leishmania)'® antifingico,'® antiinflamatorio,
antibacteriano y es un inhibidor dual de la COX-2 y de la 5-LOX.120

En los ultimos afios, el compuesto 38 y sus derivados han atraido mucho la atencién
como agentes anticancerigenos,*'? estudios in vitro demostraron su accién contra
varias lineas celulares, por ejemplo: de mama (MCF-7), de colon (SW620), de ovarios
(SKOV3), de préstata (DU141), de pulmdn (NCIH460), gastrico (HGC), entre otros.1?!
En un estudio realizado frente a fibroblastos dérmicos normales en humanos la

triptantrina (38) no tiene ningun efecto citotdxico.??
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9.7.5. Glucosido del a&cido antranilico (GAA).

Se llevo a cabo la CC de la fraccion de n-BuOH y se siguié6 mediante CCF con un
sistema CH2Cl2/MeOH (9:1), cuando se revelo con la lampara de UV de 365 nm se
observé una banda fluorescente con un R=0.2, ademas, cuando se revela con una
solucién de vainillina/H2SO4 y calentamiento ligero, se observa una banda con el
mismo Rt que cambid a color amarillo después del tratamiento (Figura 56). Con base
a los resultados obtenidos se concentraron las fracciones y se obtuvieron 14.4 mg del
compuesto. Por la polaridad del compuesto se disolvié en DMSO-ds para su analisis
por RMN.

Figura 56. CCF de las fracciones obtenidas de la CC de la fracciébn de n-BuOH en un sistema
CH2Cl2/MeOH (9:1), revelado con a) lampara de UV de 365 nm, b) UV de 254 nm y c) revelado con

vainillina.

En el andlisis del espectro de 'H se observan 4 sefiales en la regién aromatica con
multiplicidad caracteristica de un sistema aromatico disustituido en posicién orto, en
6.69 ppm se observa una sefial simple que integra para dos protones y que no
correlaciona con ningun carbono y que corresponde al grupo amino (Figura 57).
Ademas, en 5.52 ppm se aprecia una sefial doble del proton anomérico del glucido (H-
1’ J=7 Hz, espectro 12). En el experimento de gCOSY se observa la correlacion de los
protones del sistema aromatico (Figura 59) del glucosido del acido antranilico (39,
figura 58)
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Figura 57. Espectro de 'H del glucésido del acido antranilico (39). RMN de 400 MHz; DMSO-de.

z OH

3 HO j
NP

Figura 58. Estructura del glucésido del acido antranilico (39) aislado de la fraccion de n-BuOH y

correlacién de los protones aromaticos en gCOSY.

Figura 59. Experimento gCOSY del glucésido del &cido antranilico (39), se observa la correlacion de

los protones del sistema aromatico correspondiente a la estructura 39. RMN de 400 MHz; DMSO-ds.
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En el espectro de 13C se observan las 13 sefiales correspondientes a la molécula, y
con el experimento de gHSQC se obtuvo la correlacion directa de éstos con cada uno
de sus protones (Figura 61). Mediante el experimento de gHMBC se observa la
correlaciéon de H-6 con C-4 y C-2; H-5 muestra correlacién con C-3y C-1, a su vez H-
4 correlaciona con C-6 y con el carbono cuaternario 2, mientras que H-3 correlaciona
con C-5, C-1y con el carbonilo C-7. Siguiendo al N-H se observa la correlacién con C-
2 y C-6. El proton anomérico del glucido presente en la molécula correlaciona con el
carbonilo C-7 uniendo asi ambos fragmentos de la molécula (Figura 60 y 62), con estos
datos se confirma la estructura del compuesto 39. En la tabla 9 se describen los

desplazamientos quimicos de H y 13C del compuesto 39.

Figura 60. Estructura del glucésido del &cido antranilico (39) y la correlacidon de algunos protones con
los carbonos, en gHMBC.

Figura 61. Espectro gHSQC de glucosido del acido antranilico (39), se observa con lineas punteadas
la correlacién directa de los protones con los carbonos a los que estan unidos. RMN de 400 MHz; DMSO-
ds.
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Figura 62. Espectro gHMBC del glucésido del acido antranilico (39); se observan con lineas punteadas

las correlaciones a tres enlaces entre los protones y los carbonos. RMN de 400 MHz; DMSO-de.

Tabla 9. Desplazamientos de 'H y 13C del GAA (39); RMN de 400 MHz; DMSO-ds.

No. & H §13C
1 - 152.24
2 - 108.37
3 7.77 (dd, J=8.1, 1.5 Hz) 131.41
4 6.54 (ddd,J=8.1, 7.2, 1.1 Hz) 115.08
5 7.27 (ddd,J=8.4, 7.2, 1.5 Hz) 134.96
6 6.78 (dd J=8.4, 1.1 Hz) 116.72
7 166.51
1 5.52 (d, J=7 Hz) 94.53
2 3.26 (m) 78.28
3 3.29 (m) 72.85
4 3.17 (m) 69.90
5 3.11 (m) 76.90
6’ 3.68 (m) 60.96
6’ 3.41 (m) 60.96

NH2 6.69 (sa) -

Una vez que los espectros de RMN llevaron a proponer la estructura del GAA (39) se
analizé la muestra por MS ESI-TOF en modo positivo para corroborar la masa del

compuesto. En el espectro se observa un idbn molecular con relacion m/z de 322
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[M+Na]*, lo anterior coincide con la relacibn m/z esperada de 299 para Ci3HisNO7
formando aducto con Na, se obtuvo asi la masa nominal del compuesto 39 (Figura 63).
Al realizar la busqueda en las bases de datos (METLIN, HMDB, MASSBANK) no se

encontraron registros experimentales del compuesto 39.

En el analisis de la muestra por espectrofotometria de UV-Vis, se observa en el
espectro una Amax de 338 nm; cabe mencionar que no se encontraron datos sobre la
Amax del GAA (39), sin embargo, la longitud de absorcibn maxima coincide con un
estudio del acido antranilico, con esto se puede concluir que la estructura propuesta
es correcta, ya que la unidad de glucosa presente en el compuesto 39 no genera
ninguna modificacién en la absorcién de energia (Figura 64a,b,c).123 Para concluir con
el analisis se llevd la muestra a un espectrofotometro FTIR, el espectro obtenido
muestra una banda ancha en 3360 cm™ caracteristica de grupos hidroxilos presentes
en el glicido y una banda en 1062 cm correspondiente a la vibracién de tensiéon C-
O; en 1696 cm™ se observa una banda de intensidad media propia del grupo carbonilo
del éster, la sefial en 1240 cm* corresponde al acetal del glacido unido al carbonilo y
en 752 cm™ aparece una banda caracteristica del anillo aromatico disustituido en orto
(Figura 65).

GAA_ESI_POS_MS 1 (0.034) 7.96e6

100 322.0879 [M+Na]*

Abundancia (kCps)

421.2288

360.3210

437.1940

98.9751 1921562

s [ . 2842375l l 531.3867
| \,|LIILMLZL.L. ik .le. .JL ". lL\IL.lL

100 200 300 400 500 m/z

0 AL

Figura 63. Espectro de MS-ESI en modo positivo del glucésido del acido antranilico (39).
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Figura 64. a) Espectro de UV-Vis del GAA (39), en MeOH, ¢) Espectro de UV-Vis del acido antranilico

descrito en la literatura.

Figura 65. Espectro de IR del glucésido del acido antranilico (39).

El GAA (39) es considerado un precursor de alcaloides inddlicos y como tal no se ha
estudiado su actividad biologica, sin embargo, el acido antranilico conocido como
vitamina L es importante en la lactancia para los seres humanos y sus derivados son
usados en la produccién de farmacos antipiréticos y antiinflamatorios. También es un

metabolito intermediario en la produccion del neurotransmisor serotonina.'?*
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9.7.6 Indican (indolil-B-D-glucopiranésido).

En la separacion por CC de la fraccion de n-BuOH se aisl6 un compuesto que se
observa en la laAmpara de UV a 254 nm en un sistema CH2Cl2/MeOH (8:2), present6
un Ri=0.6 muy parecido al GAA (39), sin embargo, este compuesto presenta
caracteristicas diferentes ya que no se visualiza con la lampara de UV de 365 nmy en
cambio, se ve de color rosa cuando se calentd, previo tratamiento con vainillina/H2SOa4
(Figura 66). Se concentraron las fracciones obteniendo 6.5 mg de compuesto puro y
se llevé a RMN usando DMSO-de. Se obtuvieron ademas los espectros de MS, UV-Vis
y FTIR.

Figura 66. CCF del indican (3) aislado de la fraccién de n-BuOH en un sistema CH2Cl2/MeOH (8:2), se

revel6 con a) lampara de UV a 365 nm, b) UV de 254 nm y ¢) con vainillina.

El compuesto se caracterizé por RMN con experimentos en 1D y 2D. En el espectro
de H se observan 5 sefiales con desplazamientos de 7.07 a 7.59 ppm, ademas de
una sefal simple en 10.55 ppm; se observa también una sefial doble en 4.57 ppm
caracteristica de un protén anomérico (J=7.1 Hz). Con los experimentos de gCOSY y
TOCSY se observan las correlaciones entre los protones H-7, H-4, H-5 y H-6
pertenecientes al anillo aromatico, los patrones de multiplicidad y constantes de
acoplamiento evidencian la disustitucion en orto (Figura 67), y se observa también la
correlacion del N-H con el H-2 lo cual indica que ambos protones son vecinos (Figura
69 y 70), los datos llevaron a proponer una estructura con base indodlica y
posteriormente al indolil-B-D-glucopiranosido (3, figura 68).
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Figura 67. Espectro de 'H del indican (3), se observan en la expansién los protones aromaticos y el

protén anomérico 1’ correspondientes a la estructura 3. RMN de 400 MHz; DMSO-ds

Figura 68. Estructura del indican (3) y la correlacion de los protones aromaticos en gCOSY, ademas de

la correlacion de N-H con H-2.

Figura 69. Espectro gCOSY del indican (3) se observa de color rojo la correlacion de los protones
aromaticos y de azul el protén de N-H con H-2. RMN de 400 MHz; DMSO-ds
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Figura 70. Espectro TOCSY del indican (3), se observa de color rosa la correlacién de los protones
arométicos. RMN de 400 MHz; DMSO-ds

En el espectro de *C se observan las 14 sefiales correspondientes a la estructura
propuesta, con el experimento gHSQC se pudieron identificar los carbonos protonados
a través de la correlacion directa de las sefiales de los 13C con H (Figura 72). En el
experimento gHMBC se observa la correlacion de H-2 con 3ay 7ay la de H-4 con 7a
lo que permitié establecer la estructura del anillo inddlico. Mientras la correlacion del
protén anomérico H-1' con C-1 ubica al glucido como parte de la estructura (Figura 71

y 72). En la tabla 10 se describen los desplazamientos quimicos de *H y *3C del indican

3).

Figura 71. Estructura del indican (3) y correlacion de N-H y del H-1’ con los carbonos, en gHMBC.
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Figura 72. Espectro gHSQC del indican (3); se observa con lineas punteadas la correlacion directa de

los protones con los carbonos a los que estan unidos. RMN de 400 MHz; DMSO-ds

Figura 73. Espectro gHMBC del indican (3); se observan con lineas punteadas las correlaciones a tres

enlaces entre los protones y los carbonos. RMN de 400 MHz; DMSO-ds
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Tabla 10. Desplazamientos de 1H y 13C del indican (3); RMN de 400 MHz; DMSO-ds.

No. & H §13C
1 - 137.72
2 7.04 (sa) 111.50

3a 133.68

NH 10.50 (sa) -

4 7.25 (dd, J=8.2, 0.8 Hz) 111.92
5 7.02 (ddd, J=8.9, 8.2, 0.7 Hz) 121.81
6 6.92 (ddd, J=8.9, 7.8, 0.8 Hz) 118.50
7 7.56 (dd, J=7.8, 0.7 Hz) 117.94

7a 120.04
1 4,57 (d J=7.1 Hz) 104.63
2’ 3.07 (m) 77.15
3 2.90 (m) 73.86
4 3.12 (m) 70.48
5 3.20 (m) 77.60

62’ 3.69 (m) 61.47

6’ 3.43 (m) 61.47

Con los resultados del analisis por MS ESI-TOF en modo negativo se obtuvo la masa
exacta de la molécula con un ion molecular con relacion de m/z de 294.0932 [M-H] y
férmula molecular C14H16NOs, estos datos coinciden para lo esperado para C14H17NOe
menos un proton (Figura 74).1%5 Siguiendo con la elucidaciéon del indican (3) se
realizaron los alisis por espectrofotometria UV-Vis y FTIR. Para el caso de UV-Vis se
realiz6 un barrido desde 700 a 200 nm y en el espectro se observan dos bandas de
absorcién maxima en 246 y 310 nm (Figura 75). En el espectro de IR se observa una
banda ancha en 3360 cm™ caracteristica de grupos hidroxilos, una banda en 1029
cm? debido a las vibraciones C-O; se observan ademas dos bandas en 1355 cm™ty
1237 cm caracteristicas de las vibraciones del grupo amino secundario y del C-H
(Figura 76). Todos estos datos fueron concluyentes para definir la estructura del indolil-

B-D-glucopiranésido (indican).

El indican (3) es un precursor del compuesto 1 (tinte azul indigo), se encuentra en
especies de Indigofera ya que es uno de los principales productores de este colorante;
también esta presente en grandes cantidades en hojas de Polygonum tinctorium L.126
En cuanto a las actividades biol6gicas para este compuesto, estudios in vitro
demuestran que el indican (3) presenta actividad antifUngica, antibacteriana,

anticancerigena y hepatoprotectora.*?’
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Figura 74. Espectro de MS/MS-ESI en modo negativo del indican (3).

c-0

Figura 75. Espectro de UV-Vis del indican (3); Figura 76. Espectro de IR del indican (3).
en MeOH.

Las plantas son capaces de sintetizar una gran cantidad de metabolitos secundarios
gue le confieren propiedades medicinales, en ocasiones la actividad que presentan se
debe a una relacion sinérgica entre los metabolitos presentes, no obstante, hay
estudios que demuestran la actividad que tienen los compuestos puros, es por ello
que, el aislamiento y elucidacion de los compuestos presentes en una planta es de
suma importancia, para conocer los metabolitos responsables de las actividades que
se le atribuyen, y asi, generar una nueva fuente de tratamiento hacia enfermedades

especificas.
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10. CONCLUSIONES.

Indigofera suffruticosa es una especie vegetal que se cultiva en la regidon del Istmo de
Tehuantepec para su uso como colorante natural y como planta medicinal, el estudio
fitoquimico de las hojas de esta planta permitio la identificacion de ocho moléculas de
interés bioldgico. Cabe destacar que el alcaloide indolquinazolinico triptantrina y el

glucosido del acido antranilico son descritos por primera vez para el género Indigofera.

indigo
Indirubina :

;! Compuestos aislados de la fraccion de :
»n n-BuOH y Acuoso ]

‘ — NH Glucésido del acido antranilico
N - Indican
: H Do

Los resultados del andlisis de la actividad ant|OX|dante obtenidos mediante el ensayo
del DPPH*® muestra que la fraccién de n-BuOH es significativamente mas potente que
la fraccion de AcOEt, con valores de ICso de 97.95 y 108.21 ug/mL respectivamente,
datos que coinciden con los resultados del ensayo de ABTS** cuyos valores fueron de
240.55 y 137.59 mg VEAC/g extracto seco, siendo estas fracciones, de polaridad
media, las que mostraron mayor inhibicion de radicales libres, es importante sefialar
gque no se han encontrado otros estudios sobre la actividad antioxidante de
suffruticosa.

De acuerdo con el analisis de la actividad antimicrobiana del extracto crudo, se obtuvo
gue la MIC ante la bacteria E. coli es de 370 pg/mL en la hora 11, comparado con el
antibiotico de referencia. Con este resultado, se puede concluir que el disolvente de
extraccion de las hojas de I. suffruticosa es determinante en la actividad antimicrobiana
de bacterias gram negativas, ya que en la literatura esta reportado que el extracto

acuoso no presenta inhibicion de dichas bacterias.
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