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37INTRODUCCION

La inflamacién es un proceso patolégico que tiene muchas implicaciones en
diferentes_enfermedades ya sea de forma aguda o croénica, es por este motivo el
cual ya hasido ampliamente estudiada, sin embargo, al igual que sus medicamentos
de tratamiento’ estas presentan efectos adversos ademas de que hoy en dia las
nuevas tendencias!implican que los pacientes o consumidores siguen utilizando el
conocimiento empirica o tradicional que se ha llevado en la historia de la sociedad,
este es una de las razoenes por la cual se siguen utilizando plantas medicinales como

paliativos a sintomas relacienados con la inflamacion.

Los productos naturales han_sido de gran importancia a lo largo de la civilizacion ya
que gracias a su uso empirico en |a sociedad han logrado ser paliativos a multiples
sintomas y/o enfermedades que fan afectado al ser humano. Inclusive hoy en dia
los productos naturales siguen estande a la vanguardia en lo que concierne a la
investigacion de nuevos tratamientos farmacolégicos para multiples enfermedades.
México, por sus caracteristicas geograficas alberga muchas especies que han sido
y pueden ser investigadas para estos fines, dicho esto la especie Gliricidia sepium
se puede encontrar en la zona sursureste del paisy también conocida como cocoite

o0 matarraton en algunas partes del pais:

Se ha encontrado que esta planta tiene actividades como: antiinflamatoria,

citotdxica, antiparasitaria, entre otras. (1-3).

En el presente trabajo se busca evaluar las fracciones de este-extracto de acetato
de etilo en especifico, en el modelo de edema auricular por TPA; asi como aislar

la(s) molécula(s) responsables de dichas actividades.
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47 GENERALIDADES

4.1 PRODUCTOS NATURALES Y SU RELEVANCIA
Los productes naturales representan una gran familia de compuestos quimicos

producidos por_animales marinos, bacterias, hongos y plantas, estos compuestos
quimicos permiten‘la,interaccion entre las especies y la naturaleza. Los productos
naturales generan metabolitos primarios y secundarios estos ultimos no tienen un
rol definido en los proeesos fundamentales de la planta o del organismo que los
produce sin embargo se hasfeportado que cumplen con funciones importantes. Los
metabolitos secundarios sonproducidos en partes especificas del organismo y en

una parte del crecimiento de'este (4).

Se ha estimado cerca de 75,000 especies vivas a nivel mundial pero solo el 10% se
ha utilizado en la medicina tradicional, de este valor solo el 1% al 5% se ha estudiado
de manera cientifica y se conoce su valor terapéutico (5) mientras que, en México,
de acuerdo un reporte de la comision para el conocimiento y uso de la diversidad
menciona que el 80% de la poblacién mexicana refiere un uso frecuente de la
herbolaria sin embargo solo se han hecho estudios cientificos a un 5% del total de

especies estimadas con potencial medieipal aproximadamente 4500 especies (6).

A lo largo de la historia y ahora recientemente dentro del'disefo de los farmacos se
toman en cuenta las estructuras ya conocidas de los preductos naturales. Se ha
evidenciado entonces el rol que juegan los productos naturales principalmente en el
desarrollo de farmacos analgésicos, anticancerigenos, /hipoglucemiantes,

antibioticos, antimicéticos y antiparasitarios (7).

Hoy en dia en las instituciones de salud publicas se estan utilizando-diferentes
aplicaciones de plantas, ya estandarizadas o también llamado cuadro/basico de
remedios herbolarios para tratar diferentes sintomas como alternativas;.y por
consiguiente reducir el numero de reacciones adversas, incidencias_ e

inconvenientes relacionados a estos farmacos (8).

13



4.2 GOMPUESTOS FENOLICOS
Las\plantas sintetizan una gran variedad de productos secundarios entre ellos los

que contienen un grupo fenol. Estas sustancias reciben el nombre de compuestos
fendlicos, polifenoles o fenilpropanoides y todas ellas derivan de un fenol, un anillo
aromatico consun grupo hidroxilo quimicamente, los compuestos fendlicos son un
grupo muy amplio, que comprende desde moléculas sencillas como los acidos

fendlicos, hasta pelimeros complejos como los taninos condensados y los lignanos

(9).

Con respecto a lo que ngs menciona el autor los compuestos fendlicos tienen una
caracteristica que en su éstructura presentan una o varios hidroxilos unidos a
estructuras aromaticas o alifaticas<(10). Los compuestos fendlicos son metabolitos
secundarios esenciales durante el€recimiento y reproduccion de las plantas, actuan
como agentes protectores a diferentes, patdogenos, dado que un alto contenido de
estos compuestos esta relacionado ‘con diferentes actividades bioldgicas, tales

como: antiinflamatoria, antioxidante o antimicrobiana (11).

Los compuestos fendlicos son metabolitos _secundarios esenciales durante el
crecimiento y reproduccion de las plantas, actuan como agentes protectores a
diferentes patdégenos, dado que un altd contenido_de estos compuestos esta
relacionado con diferentes actividades bioldgicas,-tales como: antiinflamatoria,
antioxidante o antimicrobiana, algunas de las principales actividades que se tienen

de los compuestos fendlicos son: (11)

o Capacidad antioxidante.
¢ Inhibicién de la agregacion plaquetaria.
e Disminucién del proceso inflamatorio.

e Disminucién de la oxidacién en lipoproteinas de baja densidad.

En la siguiente tabla se presentan las estructuras de compuestos fendlicos

representativos.

14



Tabla 1 Compuestos fendlicos y derivados comunes presentes en plantas (12).

Compuesto Estructura
[¢]
A¢ido p-cumarico N OH
HO
(0]
P o
Acido ferulico - X oH

OH

Acido clorogénico o

HQ

4.3 INFLAMACION Y SUSTANCIAS/NFLAMATORIAS
La inflamacién es conocida como un mecanismosde defensa del organismo ante

algun dafo causado a los tejidos ya sea.por patégenos de cualquier origen o por
otro tipo de dafo ya sea de origen biolégico, quimico osmecanico. La inflamacién es
una respuesta que se encarga de reparar el dafio producido, sin embargo, este

proceso tiene mucho gasto energético para ser llevado a cabo (13).

La inflamacion se nos ha presentado como un proceso dafino,/cuando realmente
es cuando el organismo busca ser reparado, alguno de los sintomas que presenta
pueden ser: rubor, calor, dolor, ademas de que se puede presentar una-pérdida de
la funcionalidad en donde se lleve a cabo este proceso, en el cual«€uando se
presenta de forma aguda, este reacciona de forma inmediata contra el{agresor,
algunas células involucradas son los fagocitos quienes al enfrentarse con el agente
patdgeno o causante del dafio secretan sustancias mediadoras las cuales actian
sobre las células que tienen como consecuencia un aumento en la permeabilidad

vascular, logrando asi que los leucocitos lleguen al lugar donde se encuentre el

15



dafospara la fagocitosis de los agentes patdogenos, una vez terminado este proceso
el dait_se ha restaurado y todo regresa a la normalidad. Por otra parte cuando la
inflamaeion * cursa con una evolucién resultado de infecciones persistentes,
autoinmunidad, o como continuacion de una inflamacion aguda por la persistencia
del agente ‘lesivo, dando lugar a una inflamacion crénica. A diferencia de la
inflamacion aguda,\cuando esta es crénica son las células mononucleares (linfocitos
y monocitos) las que~se ven involucradas ahora dando a un proceso mucho mas
tardio que la inflamacién,aguda. El objetivo de la inflamacion es librar al organismo
de la causa inicial de agresién celular, sin embargo, cualquiera fuese el cuadro
inflamatorio, agudo o cronieco, se deben tomar las medidas farmacoldgicas
adecuadas para controlar lassSecuelas de la inflamaciéon en el organismo, sin

interferir con sus efectos benéficos(14).

Inflamacion
Aguda - .Cronica
| ]
Estrés o
Infeccion Lesion tisular disfuncién
celular
L Defensa del L Reparacion LAdaptacién al
organismo tisular estrés

Figura 1 Esquema general de la inflamacion. Autoria propia

Las principales sustancias del proceso inflamatorio son: histamina,, serotonina,
derivados del acido araquidénico, las cuales son las prostaglandinas, estas se

forman gracias a la accién de las enzimas ciclooxigenasas 1 y/o 2 (15):

4.4 SUSTANCIAS ANTIINFLAMATORIAS NO ESTEREOIDEAS (AINE’S)
Los antiinflamatorios no esteroideos son un grupo de farmacos cuya funciép“es

reducir la inflamaciéon de tejidos por alguna de las causas que se presentaron

anteriormente, ya sea de tipo aguda o cronica, ademas de que tienen dos

16



caragteristicas muy particulares la primera es que poseen una estructura quimica
diferente a los esteroides, la segunda es que su principal mecanismo de accién son
inhibir de ferma selectiva o no sustancias inflamatorias como las ciclooxigenasas 1
y/o 2 (16).

A continuacion; se presenta una tabla de clasificacién de los principales grupos

antiinflamatorios:

Tabla.2Principales grupos de AINE'S. Tomado de (16,17)

AINE ’S Sallicilatos y derivados Acido acetilsalicilico

Diflunisal
Derivados‘de acido Ibuprofeno
propioénico Naproxeno
Derivador endlicos Piroxicam

Meloxicam
Derivados del acido Diclofenaco
antranilico Acido mefenamico
Derivados de Paracetamol
p-aminofenol

En los productos naturales y a través del su uso tradicional’de distintas especies
que se han utilizado para este tipo de problemas de salud de cuyororigen puede ser
variado, sin embargo, son paliativos para dicho problema, la inflamacion. Algunas
de las especies mas comunmente utilizada en la sociedad son: Alee\vera (Aloe
vera), lavanda (Lavandula angustifolia), arnica (arnica montana), ramero_(Salvia

rosmarinus), jenjibre (Zingiber officinale) (18).

Estas propiedades antiinflamatorias encontradas en plantas medicinales, ‘les
confiere un caracter potencialmente util para ser empleadas como alternativa aluso
de AINE’S, dados los efectos secundarios que pueden presentar estos ultimos. De

acuerdo con un estudio realizado en el 2018 por Rios et al. Con una poblacion
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estudiada de 4553 personas menciona que los siguientes antiinflamatorios no
esteroideos como los que mas incidencia tienen en cuanto a reportes de reacciones
adversas, 4los cuales son: metamizol, ketorolaco, diclofenaco, paracetamol y
naproxena,.a-su vez también menciona que los principales sintomas que presenté
la poblacién\estudiada fueron: erupcion cutanea, prurito, edema, dolor abdominal,

hipotensién y vémito (19).

Ademas, que se tieneya ampliamente estudiado los sistemas que se ven afectados
cuando se utilizan de forma inadecuada los AINE’S, los cuales son: gastrointestinal,

renal y cardiovascular desacuerdo con la informacién reportada del Rios et. al. (16).

4.5 FRACCIONAMIENTO CROMATOGRAFICO
El Fraccionamiento Cromatografico (FG) es una técnica de separaciéon de mezclas

o purificaciéon de sustancias, que germite determinar en qué fraccion y en qué
cantidad se encuentra el compuesto deseado. La fase mévil es liquida (disolventes)
y la fase estacionaria puede ser solida_(silice gel), la misma que se coloca en un
recinto cilindrico de vidrio en posicién vertical (columna de vidrio) provisto de una
llave para regular el flujo de la fase.movil,”se"puede colocar en la parte inferior
algodon o lana de vidrio. Para el proceso, se forma una pasta entre la silice y el
solvente dejando sedimentar la silice, regogiendo el’solvente sobrante. La muestra
para separar se coloca al inicio de la columna y se agrega lentamente el solvente
(o0 mezcla de solventes) para la separacion de la mezcla‘por diferencia de polaridad.
Al descender la fase mévil por la columna produce el desarrollo del cromatograma
apareciendo zonas bien definidas que son caracteristicas @e).eada uno de los
compuestos de la mezcla, el fluido se recoge en fracciones y se€ realiza un estudio
por Cromatografia en Capa Fina (CCF) de cada una. Las fracciones menos polares
son las primeras en salir debido a que se retienen por un menor ¢iempo en el
adsorbente, por lo contrario, las sustancias mas polares son retenidas“durante un
mayor tiempo en el adsorbente. La union de las fracciones se realizara reuniendo a
todas las fracciones individuales que contengan las mismas caracteristicas; es

decir, el mismo numero de bandas y fluorescencias, en un solo vial bajo un cédigo.
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Parada purificacion de compuestos se realizan sub-fraccionamientos siguiendo la

misma metodologia descrita (20).

4.6 CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA RESOLUCION
Esta técnica se utiliza para la separacion, determinacion cuantitativa e identificacion

de compuestos®Muestra niveles de resolucion y sensibilidad mayores que la CCF,
por lo que es usada*para checar la homogeneidad de las muestras aisladas por
otras técnicas. Se basa’'en la cromatografia de elucion, la fase mévil es liquida y su
funcion es llevar la muestra a través de la fase estacionaria, que puede ser sdlida o
una pelicula liquida sopertada en un soélido inerte. Las distintas fuerzas quimicas y
fisicas que actuan entre latmezcla a analizar y las dos fases, inmiscibles entre si,
determinan la retencion y separacion de cada uno de los componentes de la mezcla.
Los componentes con mayor afinidad con la fase estacionaria se desplazaran con
menor velocidad que aquellos que'presentan menor afinidad. Estas diferencias de
velocidades dan origen a la_separacion de los componentes, con tiempos de
retencion diferentes y caracteristicos paras/algunos compuestos. Un cromatégrafo
liquido de alto rendimiento opera‘generalmente.con cinco instrumentos: reservorio,
bomba, dispositivo de inyeccion, conducciones~(columna), detector y registrador
(21).

4.7 FAMILIA FABACEAE
Es una familia de distribucion cosmopolita. Los arboles son'mas frecuentes en las

regiones tropicales como por ejemplo en la zona sureste del pais, abarca desde
arboles, arbustos y hierbas perennes o anuales, facilmente reconoeibles por su fruto
tipo legumbre en forma de vaina y sus hojas compuestas y estipuladas, (22) asi
como también, las caracteristicas que presenta esta familia varian de acuerdo a las

condiciones geograficas en las que se encuentre.

Ademas esta familia tiene reportadas diferentes actividades farmacolégicas algunas
de estas son: analgésico, antiinflamatorio, antiulceroso, antidiabético,
antirreumatico, antimicrobiano, citotoxico y antiparasitario (2, 23).
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Las _caracteristicas que presenta la especie Gliricidia sepium son descritas a

contintdacion.

4.8 Género Gliricidia
El género Gliricidia estda comprendido por 4 especies aceptadas las cuales son:

e Gliricidia brenningii
e Gliricidia ' maeculata.
e Gliricidia robtsta

o Gliricidia sepium

Estas especies son pertenecientes a la familia de las fabaceas cuyos integrantes
tienen una caracteristica en.eomun es que las flores que salen entre abril y mayo
atraen a las abejas, ademas de~que en los meses anteriormente mencionados son
las etapas de floracién (24) mientras'que en México la especie que se distribuye en
la zona sur sureste del pais es la ‘especie Gliricidia sepium la cual se describe a

continuacion.

4.9 Gliricidia sepium
Las caracteristicas de esta especie-se.resumen en la siguiente tabla:

Tabla 3 Descripcion botanica de la especi€ Gliricidia sepitm. Extraido de Lim (2014) (1,25)

Arbol, arbusto cadueifolio, de 2 a)15 m (hasta 20 m) de

Botanica altura, con un diametro a la altura del pecho entre 25 y 60
cm, normalmente mas pequefio.
Copa Amplia cobertura del follaje

Compuestas, alternas, e imparipinnadas~Miden de 12 a 30
cm de largo (incluyendo el peciolo). Compuestas por 7 a
25 foliolos opuestos de 3 a 8 cm de largo'por 2 a 4 cm de
ancho, ovados a elipticos, con el margen entero:

Tronco un poco torcido. Ramas ascendentes y luego
horizontales. La forma del arbol es variable.

Externa escamosa a ligeramente fisurada, de color-pardo

Hojas

Tronco / Ramas

Corteza . o
amarillento a pardo grisaceo. Grosor total es de 8 a 10"mm.
Las flores son rosadas y se agrupan en racimos densos de
Flor 10 a 20 cm de largo, situados en las axilas de las hojas

caidas. Cada racimo tiene de 15 a 50 flores zigomorfas, de
2 a 3 cm de largo, dulcemente perfumadas. Corola en
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forma de mariposa. Fruto(s). Vainas lineares y dehiscentes
a lo largo de 2 suturas, aplanadas, de 10 a 20 cm de largo
y 1 a 3 cm de ancho, agudas, péndulas, con nervadura
fina, verde limén o pardo claras cuando nuevas y oscuras
al madurar. Cada vaina con 3 a 10 semillas.

En relacion con'los_eonocimientos etnobotanicos de G. sepium. De acuerdo con un
estudio realizado por~Quiroz et al, en el aino 2017 se analizaron las plantas
medicinales que se utilizaban en una zona indigena del estado de Tabasco, donde
esta especie se encuentra en la lista de las plantas mas usadas y comunes, asi

como de mas facil acceso (26):

En México, esta planta se'.ha_ utilizado como antihistaminico, antipirético,
expectorante y diurético, ademas<se utiliza como emplastos para diferentes
enfermedades como la fiebre y para diferentes afecciones de la piel, las semillas de

dicha especie se han utilizado para intoxieara roedores pequefios (27).
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o7 ANTECEDENTES

5.1 ESTUDIOS FITOQUIMICOS Y DE ACTIVIDAD BIOLOGICA PARA
Gliricidia sepium

De acuerdo coen Rastrelli en 1999 extractos organicos de esta especie son efectivos
contra las termitas,de la especie Glyptotermes dilatatus (28) las cuales tienen una

relevancia en el ambito de la agricultura.

Estudios presentados ‘por Jose, B y Joji Reddy, L. en el afo 2010 analizaron
mediante espectrometria_dé masas los diferentes compuestos que se encuentran
en aceites esenciales de las“flores y las hojas de partes aéreas de esta planta,
algunos de los compuestos méas.abundantes que se reportaron fueron: cumarinas,
hidroquinona, 2-butil-2-hexanol; .entre otros (29). Las estructuras de estos

compuestos se presentan en la tabla\5.,

Akharaiyi, F. C. et al., reportaron en el.afo 2012 un estudio de los extractos
metandlico, etandlico y de éter de.petrélea de las hojas de G. sepium, encontrando
la presencia: alcaloides, flavonoides, saponinas, taninos, esteroides, fenoles y

terpenos, utilizando técnicas cualitativas.(30).

Igualmente en el afio 2012, se reportd que’los extractos etandlicos de G. sepium
utilizando alicuotas al 5% presentaron actividad Yante Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Pseudomonas spp., Salmonella”typhi y Klebsiella spp.,

obteniendo el mejor resultado contra E. coli. (31).

De igual forma un estudio realizado por Kupar K.P. en el afio 2014, reporté que el
extracto acuoso de G. sepium tiene un 76% de actividad antiinflamatoria a las 8 h
de la aplicacion, utilizando el extracto acuoso a una concentracion de. 250 mg/Kg
utilizando un modelo de edema subplantar (carragenina) y empleando diclofenaco
como farmaco de referencia (32).

De acuerdo con un reporte realizado en el afio 2018 por Elke Von et al, se encentrd
un compuesto aislado del extracto de etandlico de esta planta, el cual fue un

derivado del kaempferol que se denomind oxitrosido, previamente reportado por
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Rastrelli et al (2,28), en el afio 1999. Asi como también se reportd la presencia de
vestitol .y 4',7-dihidroxi-3'-metoxi-isoflavanona (28). Las estructuras de estos

compuestos'se presentan en la tabla 5.

Estudios realizados en el 2019, dentro de las actividades del Cuerpo Académico
“Quimica Organica” de la DACB-UJAT, se realizé un para determinar la actividad
antiinflamatoria aguda de las hojas de esta especie, encontrandose que el extracto
hexanico tuvo un 46.2"% de inhibicién de edema, el extracto de acetato de etilo
presentd un 66.2 % y.€l.etandlico del 35.8%. Dado estos resultados, se decidid
realizar un estudio fitoquimico al extracto que presentd mayor actividad biolégica,
lograndose el aislamiento de“dos compuestos tipo terpenoide: acido betulinico y
betulinol a partir del extracto de-acetato de etilo, cuyas estructuras se presentan en
la tabla 5. (1).

De acuerdo con un experimento de Dougdoud et al., se reportd en el afio 2019, que
Gliricidia sepium tiene actividades insectiCidas contra las especies: Spodoptera
frugiperda, en ese mismo reporte'menciona‘que las cumarinas son los metabolitos

responsables de dicha actividad (33).

Por otro lado Umadevi & Abdul en el 2020.reportaron que los aceites esenciales de
Gliricidia sepium poseen actividad larvicida contra Ja especie Aedes aegypti,
teniendo como resultado que a las 24 horas a una dosis‘de 250 mg/ml se obtiene

un porcentaje de mortalidad de 45% (34).

Como puede observarse en la revision de los antecedentes seencontraron estudios
que hacen referencia tanto a estudios fitoquimicos, pruebas de'aectividad bioldgica
y también al aislamiento de compuestos a partir de extractos bioactivos de G.
sepium. Sobre esto ultimo, la tabla 5 presenta un resumen de las estrdcturas de los

compuestos previamente reportados para esta planta.
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Tabla 4 Estructuras de los compuestos previamente reportados

Compuesto reportado

Estructura

Oxitrosido (2)

Rham

Glu: Glucosa
Rham: Rhamnosa

Vestitol (28)

Betulinol (1)

Acido betulinico (1)
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67 JUSTIFICACION

En un“estudio previo se demostré que los extractos organicos de Gliricidia sepium
presentansuna actividad antinflamatoria moderada contra la indometacina, un
farmaco de-oerigen no esteroideo, ademas que se tienen reportados que grupos
quimicos de'esta especie tales como: alcaloides, flavonoides, saponinas, taninos y
cumarinas (25,35), . varios de ellos con actividad biolégica tales como:
antiinflamatorio (1,32), .antioxidante(30,31) y antimicrobiano (25,31,36). Por otro
lado, su abundancia, facil acceso y uso en la medicina tradicional en Tabasco (26)
y en diferentes zonas del pais (27), hacen que sea una especie viable de estudiar,

ya que no se encuentra en riesgo de extincion.

Dado los resultados obtenidos~en el estudio previo se busca profundizar en el
estudio del extracto de polaridadsmedia de forma biodirigida, estableciendo el perfil
cromatografico, llevando a cabo el aislamiento y caracterizacion de los metabolitos

activos.

Ademas, de acuerdo con el Diario,Oficial’de la Federacién en las instituciones de
salud publica, ya se estan empleando, plantas ampliamente estudiadas como
tratamiento alternativo de enfermedades ")y asi‘evitar reacciones adversas propias
de los AINE’S(8,19) se busca la posibilidad.que a través de este estudio la especie
de Gliricidia sepium se pueda contribuir en el procesospara que en un futuro esta

pueda llegar a ser considerada para ampliar el catalogo anteriormente mencionado.

7. HIPOTESIS

El extracto de acetato de etilo tiene compuestos que son Tresponsables de la

actividad antiinflamatoria previamente reportada.
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87 OBJETIVOS
8.1 OBJETIVO GENERAL

Realizar un estudio quimico para establecer su perfil cromatografico y
caracterizar los metabolitos presentes en el extracto de acetato de etilo de la
especie’ Gliricidia sepium para evaluar por actividad antiinflamatoria en
modelo de TPA.

8.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Recolectar e identificar el material vegetal.

Preparar y obteners/la muestra para la obtencién del extracto de polaridad
media de las hojas de“Gliricidia sepium empleando un desengrasado previo
y acetato de etilo comorSolvente de eleccion.

Realizar el perfil cromatografico por HPLC del extracto de acetato de etilo.
Realizar la separacion quimica‘por técnicas de cromatografia del extracto de
acetato de etilo.

Realizar la actividad biolégica del extracto y sus fracciones por modelo de
edema auricular en raton por T PA.

Identificar los compuestos aislados por~Espectroscopia de Resonancia
Magnética Nuclear Hidrogeno ('H),' Carbonoe ({3C).

Evaluar el extracto de acetato de-etilo y los’compuestos aislados de este

mismo extracto de una forma biodirigida.
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9’METODOLOGIA

En el-diagrama que se presenta a continuacion se describen de forma general las

actividades realizadas.

Caracterizacion de

Colectae Fraccionamiento
. e KA, ‘e los compuestos
identificacion cromatografico .
aislados
4 N\ 4 N\
Preparacion del Evaluacion Evaluacion
material vegetal antiinflamatoria antiinflamatoria
\_ J ;’_ J
Vi
4 N\ 4 N\
Obtencion del Fraccionamiento
extracto Cromatografico
. J . J

Figura 2 Diagrama de.actividades realizadas
9.1 COLECTA E IDENTIFICACION DEL)MATERIAL VEGETAL
El material se recolect6 en el municipio de.Centro Tabasco, en el periférico Carlos
Pellicer Camara (18.021887°, -92.912835°) posteriormente fue identificada por la
Dra. Nelly Jiménez Pérez en el herbario de la Division(Académica de Ciencias
Bioldgicas. La especie fue identificada como Gliricidia sepium por.la Dra. Nelly del

C. Jiménez Pérez. Obteniéndose el numero de folio 036229

9.2 PREPARACION DEL MATERIAL VEGETAL
El material vegetal (hojas) se secé en sombra a temperatura ambiente\durante 10

dias posteriormente se empled un molino para la reduccién del tamano de_particula.
La molienda de material se llevo a cabo en una licuadora marca Hamilton Beagh de
700 watts y de 1.2 L de volumen modelo 58148-MXR (20).
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9.3 PREPARACION DE LOS EXTRACTO DE ACETATO DE ETILO DE LAS
PARTES AEREAS
Se realizé un macerado previo del material previamente identificado, cortado,

secado Y triturado con hexano como desengrasante para posteriormente repetir el
proceso finalmente con acetato de etilo para hacer el estudio quimico. Este

macerado fue‘realizado durante 72 horas siendo recuperado cada 24 horas (1).

9.4 ANALISIS POR'CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA RESOLUCION
(HPLC)
El analisis cromatografico, por HPLC se realizé utilizando un moédulo de HPLC

Waters 996, equipado con un detector de matriz de fotodiodos y el software
EmpowerPro (Waters Corporation, Milford, MA, EE. UU.). La separacion quimica se
logré utilizando una columna Supelcosil LC-F (4,6 mm 50 mm), con un tamafo de
particula de 5um, (Sigma-Aldrich, Bellefonte, PA, EE. UU.). La fase movil consistio
en una solucién acuosa de acido triflueroacético al 0,5% (disolvente A) y acetonitrilo
(disolvente B) en un sistema de‘gradiente«(0-1 min, 0% B; 2-3 min, 5% B; 4-20 min,
30 % B; 21 a 23 minutos, 50% B; 24\a 25 minutos, 80% B; 26 a 27 100% B; 28 a 30
minutos, 0% B). El flujo se mantuve.a.0,9 mi/min. El volumen de inyeccion fue de
10uL. El detector de matriz de fotodiodoes.se fijd.a'una longitud de onda de 280 nm

para la identificacién de compuestos fendlicos (37).

9.5 FRACCIONAMIENTO CROMATOGRAFICO
Dado los antecedentes realizados en el estudio previo, el extracto de acetato de

etilo se sometid a un proceso de fraccionamiento quimicotmediante la técnica de
cromatografia en columna abierta, utilizando como soporte‘fase normal (gel de
silice, malla 70-230), empleando los eluyentes apropiados y-las proporciones

adecuadas de extracto para optimizar el proceso de separacion.

La separacion de las fracciones se monitored por cromatografia en capasfina (CCF)
para llevar a cabo el seguimiento del fraccionamiento quimico, asi como pafa'decidir
cuales fracciones podian agruparse con base en su contenido quimico. Para'ello.se
utilizaron laminas de aluminio con silica gel 60 RP-18 F254s (105560-Merck KGaA):
El analisis de las placas se realizd a través del revelado con lampara de luz
ultravioleta (UV) a 254 y 360 nm (38).
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9.6 ACTIVIDAD ANTIINFLAMATORIA

El modelo deyedema auricular por TPA (13-Acetato de 12-decanoilforbol) fue
realizado de acuerdo con la NOM-062-ZO0-1999 Especificaciones técnicas para la
produccion, cuidade'y uso de los animales de laboratorio” (39). Se formaron grupos
de siete ratones de'cepa ICR con un peso 35-40 g, que fueron resguardados en los
lugares adecuados durante tres semanas con ciclos de 12 h de luz y 12 h de
oscuridad con acceso libre a_agua y alimentos. Cada grupo correspondio a los
tratamientos: 1. TPA (control"negativo; 2.5 ug de vehiculo disuelto en 20 yL de
acetona), 2. indometacina 1mg/10uL de acetona (control positivo) 3. Extracto de
acetato de etilo 1mg/10uL 4. R5 fmg/10uL 5. R7.

El procedimiento de administracion enla oreja se inicio en la etapa de anestesia
quirurgica (pentobarbital sédice 50:mg/Kg Vvia, ip). La oreja izquierda de cada ratdon
fue utilizada como control de referencia para_.todos los tratamientos porque solo
10uL de la soluciéon de acetona ali70% serén_aplicados en ambas orejas. Los
tratamientos (2,3,4) fueron administrades en ambosdados de la oreja quince minutos
antes de la administracion de 10uL de TPA. Despues.de 4 h, los animales fueron
sacrificados por dislocacion cervical, y después secciones de 6 mm se tomaron de
las orejas de cada uno de los ratones en sus respectivos_grupos, dichas secciones
seran pesadas y la diferencia de peso se determinara. Losgresultados se utilizaron
para determinar la inhibicién del edema inducido por TPAly./su porcentaje fue

calculado por la férmula siguiente: (40)

% inhibicion = (A peso control — A peso tratamiento) X 100
donde A peso = Ot — Ont
Ot = peso de la seccion de la oreja tratada

Ont = peso de la seccion de la oreja no tratada
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9.7ANALISIS ESTADISTICO
El analisis estadistico se llevd a cabo con el programa SPSS (version 22.0) software

basado_en un ANOVA con un nivel de confianza del 95%, *p < 0.05; y seguido de
una prueba de Dunnet *p <0.05 en comparacién con el vehiculo (control negativo)
(40).

9.8 CARACTERIZACION DE COMPUESTOS AISLADOS
Los espectros de UV se.obtuvieron por un Detector de Fotodiodos en serie (Waters

2996) (38), utilizando’les rangos de 254 a 380 nm. Los espectros de Resonancia
Magnética Nuclear de "H/y '3C asi como los experimentos bidimensionales de
espectroscopia de correlacion,(COSY), Coherencia heteronuclear cuantica simple
(HSQC), Conectividad heteronuclear a enlaces multiples (HMBC), fueron adquiridos
en un equipo Bruker 600°MHz Ascend TM, a una frecuencia de resonancia de 600
y 150 MHz para los ntcleos de 'H\y '3C respectivamente. Las muestras fueron
disueltas de acuerdo con su solubilidad utilizando cloroformo deuterado (CDCIs),
metanol deuterado (CD30D) oddimetilsulféxido deuterado (DMSO-Ds). Ademas, se

empled tetrametilsilano (TMS) como estandar interno (41).

Para el analisis e interpretacion de“los espectros se utilizaron los softwares
ACD/Labs Predictors, MestreNova 9.1 y'ACD/Procesor 12.0 como simulador tedrico

para la elucidacion estructural de los compuestos.

Las técnicas espectroscopicas de cromatografia liquida.de alta resolucion vy
espectrofotometria UV-VIS se realizaron en el Centro de Investigaciones
Biomédicas del Sur en Xochitepec, Morelos. Mientras que  las técnicas de
resonancia magnética nuclear se realizaron en el Centro de Investigacion de Ciencia

y Tecnologia Aplicada de Tabasco de la Universidad Juarez Autonoma del Tabasco.
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10.

10.1"RESUMEN
La figura’3 presenta un resumen de las etapas realizadas en este trabajo.

Extracto de

Fraccionamiento

RESULTADOS Y DISCUSION

Gilnicieia sepyom geetato de etilo cromatografico
1
1 | 1 1
R4 RS R6 R7
|
| |
Evaluacién Evaluacién Aislamiento y
ansiinflamatoria antiinflamatoria elucidacion
|

[

1

Acido melilotico

Acido o-
cumarico

Evaluacion
antiinflamatoria

I

Evaluacion

antiinflamatoria

Figura 3 Resumen del estudio quimico biodirigido del extracto de acetato de etilo de Gliricidia
Sepium

10.2 IDENTIFICACION TAXONOMICA
La identificacion taxonémica realizada en“el Herbario de la DACBIiol-UJAT senald

que la muestra colectada corresponde a la especie Gliricidia sepium. La figura 3

muestra el especimen depositado en el herbario y el vaucherde identificacion.
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10.3 OBTENCION DE LOS EXTRACTOS ?
0

Una vez seco y reducido el material vegetal a partir de 1, @3 se procedio al
macerado con acetato de etilo durante 72 h recuperando c 4 h usando un

desengrasado previo con hexano durante 24 h. haciendo la cor%tracién del

rom). La cantidad del extracto de acetato de etilo obtenido fue de 19

que corresponde a 19.30%. @

10.4 OBTENCION DEL PERFIL CROMATOGRAFICO
Una vez obtenido el extracto de acetato de etilo se tomaron 5 mg para ingresa

macerado en un equipo de rotavapor a las siguientes condiciones (48.2C y 55-60
%gramos

al equipo de Cromatografia Liquida de Alta Resolucién (HPLC), a una concentracion

de 2 mg/mly a una longitud de onda de 280 nm. Dando como resultado el siguiente

32



cromatograma, asi como los espectros UV que se encontraron en los compuestos

ma ios. (Ver figura 1)
.
0.20 /!'
0.18 §
0161 ® % Extracto de acetato
280 nm
0.14] Gliricidia sepium
0.12
g 0.10
0.084
0.06
0.04
0.02
0.00+"——uv VSRS
000 200 1400 1600 1800 2000 2200 2400 2600 28.00  30.00
Minutes
Figura 5 Cromatograma de HPLC. @ tracto de Acetato de etilo de Gliricidia sepium
9.850 Peak2
P16.7
0.010
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-0.010 -
2 ] =
-0.020 2722
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10.217 Peak 3
0.081
0.06
2 0.04
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Figura 6 Espectrofotometrias UV-vis de los compuestos mayoritarios presentes en el extracto.
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En lassiguiente tabla se describen los tiempos de retencidon de cada pico, asi como
al quimico al que estan relacionados.

/abla 5 Perfil cromatografico del extracto de acetato de etilo de G. sepium

4
Tiempo de-retencion (min) Bandas de absorcion (nm) Amax Compuesto
) é 193.5, 275.7 Fenoles
9.85( 215.7,272.2 Galatos de metilo
1024 »"~ 195.8, 276.9, 326.7 Cromonas
11.16 Q, 207.5, 274.6 Cromonas

A suvezse monltoreo poercromatografia en capa fina, en los 2 puntos de aplicacion

que tienen como simbologi ) que significa extracto etandlico podemos observar
que no posee compuestos p res, ya que se utilizé como sistema de elucion
70:30 Hexano/Acetato de etilo. plicaciones (Ac) que corresponden al extracto

de acetato de etilo podemos obser@ e hay compuestos que son medianamente

polares al sin embargo dado edentes presentados anteriormente y que

como revelan en sulfato céric emo‘ylr que hay compuestos que poseen un
-

grupo carbonilo, aunado esto Ia@ cro@

informacion para continuar con la p yTund | en el extracto de acetato de

etilo ya que es el extracto principal en %sentw@ajo

rafica presentada nos menciona

Figura 7 Cromatografia en Capa Fina de los extractos de Acetato de etilo revelado con Sulfato Cérico %

O

4
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1074 FRACCIONAMIENTO CROMATOGRAFICO
Se tomaron 33 g del extracto de acetato de etilo adsorbidos en 50 g de silica de

fase normal,para una columna de percolacién (20 largo x 10 diametro) la cual fue
empaquetaba en 150 g de silica de fase normal, utilizando solventes de polaridad
ascendente( hexano, acetato y metanol. Como resultado se obtuvieron 43
fracciones, las cuales se les hicieron perfiles cromatograficos en capa fina, para asi
realizar las reuniones_correspondientes para su evaluacion antiinflamatoria. Estos

resultados se presentan.en la siguiente tabla.

Tabla 6 Fraccionamiento Crématografico (Columna 1) del Extracto de Acetato de Etilo

Sistema Cantidad de Fracciones | Numero de Fraccion
Hexano 5 1-5
Hexano: Acetato (90:10) 5 6-10
Hexano: Acetato (80:20) 5 11-16
Hexano: Acetato (70:30) 5 17-21
Hexano: Acetato (60:40) S 22-26
Hexano: Acetato (50:50) 5 27-31
Hexano: Acetato (30:70) 5 32-37
Acetato de etilo 5 38-42
Metanol (lavado) 1 43

Una vez realizados los perfiles cromatograficos de estas)fracciones se procedié a
realizar reuniones, asi como la asignacion de claves .que se presentan a

continuacion.

Tabla 7 Resumen Cromatografico de la Columna 1

Reunion Sistema Clave

1-5 Hexano GSFC1-R1
6-8 Hexano: Acetato (90:10) | GSFC1-R2
9-12 Hexano: Acetato (90:10) | GSFC1-R3
13-16 Hexano: Acetato (80:20) | GSFC1-R4
17-25 Hexano: Acetato (70:30) | GSFC1-R5
26-31 Hexano: Acetato (50:50) | GSFC1-R6
32-36 Hexano: Acetato (30:70) | GSFC1-R7
37-40 Acetato de etilo GSFC1-R8
41-42 Acetato de Etilo GSFC1-R9
43 Metanol GSFC1-R10
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Figura 8 Perfil cromatogrdfico de las reuniones de la Columna 1; Referencia del extracto de Acetato de Etilo a la derecha
de cada placa. 1-5 (Hexano: Acetato, 85715)°5-10 (95:5, Diclorometano: Metano)

Una vez realizado este perfil cromategrafico en capa fina se como se observa en la
figura 8 se tomaron 100 pL de la reunién 7 por el criterio de rendimiento y pureza

quimica para su analisis de cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC).

Una vez analizados dicha reunién por cromatografia liquida de alta resolucién
(HPLC), se aprecian cuatro compuestos con los'tiempos de retencién 8.8, 9.8, 10.1,
11.4 minutos, donde los compuestos cop-tiempo de retencion 9.8 y 10.1 son los
mayoritarios de la fraccion GSFCR7. Posteriormente se llevaron a la evaluacién
antiinflamatoria bajo el criterio de rendimiento, y composi€ion quimica monitoreada
por cromatografia en capa fina, dado el comportamiento de)la espectrofotometria
uv-visibles podemos indicar la presencia de polifenoles, los~cuales ya se han
reportado en dicha especie (35) y tienen pocos estudios bajo esteymodelo. Dichos

compuestos se presentan en la siguiente seccion.

10.7 AISLAMIENTO DE COMPUESTOS

Se selecciond la denominada GSFCRY7 por el criterio de que en cromatografia en
capa fina era quien presentaba menos impurezas al momento de haberse realizado
este monitoreo. En la tabla 9 se presenta el fraccionamiento cromatografico del

compuesto R7.
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A continuacién, se presenta el cromatograma de una de las fracciones la cual fue
GSFE1-R7.
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Figura 9 Crematograma de la reunion R7 a 280 nm
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Figura 3 Espectros UV-vis de los compuestos mayoritatiQ®en GSFCR7

En este cromatograma podemos apreciar que ya solo ‘se™encuentran los
compuestos que tienen tiempo de retencion de 9.8 (A max 215, 272 nm)yy 10.1 (A max
195, 276, 326 nm) min respectivamente, lo cual nos indica que, de acuerdo con la
tabla presentada del extracto en crudo, estos tiempos de retencién tienen como
posible grupo: derivados de galatos de metilo y cromonas, estos de acuerdo con las

caracteristicas de las bandas de espectrofotometria UV-vis.
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Una_vez finalizado el proceso mediante cromatografia liquida de alta resolucion se
procedid a realizar un fraccionamiento cromatografico por fase reversa que se

describe’a.continuacion.

Se obtuvierom45 fracciones que se presentan a continuacion.

Tabla 8 Frac€ionamiento cromatografico por fase reversa de la fraccion 7 (GSFCR7)

Sistema Numero de fraccion Observaciones
Agua 1-5

Agua: Acetonitrilo 95;56 6-10 Compuesto aislado
Agua: Acetonitrilo 90:10 11-15 Compuesto aislado
Agua: Acetonitrilo 85:15 16 - 20 Compuesto aislado
Agua: Acetonitrilo 80:20 21-25 Compuesto aislado
Agua: Acetonitrilo 75:25 26 - 30
Agua: Acetonitrilo 70:30 3135
Agua Acetonitrilo 65:35 36 - 40
Agua: Acetonitrilo 60:40 41 - 45
Agua: Acetonitrilo 50:50 46#50

Metanol 51

Se obtuvieron dos compuestos aislados de la columna ‘@anterior, los cuales se
llevaron a Cromatografia liquida de alta resolucion, para susperfil, dando como

resultado lo siguiente.
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Figura 11 Cromatagr@ma y espectro uv-vis del compuesto denominado GSFCR7-12

Figura 12 Comptiesto aislado GSFCR7-12

La caracteristica de este compuesto sondas siguientes: son sélidos traslucidos los

cuales son solubles en metanol (ver figura 8) y en eromatografia en capa fina de

fase reversa solo se aprecia a onda corta.
400 fa AL s — — -
3 e
3s0 p ¢ s04 "
% = T ‘:". ’ .T"_.'\
3200 el |/
) i2 u V
“¥
080 i’»o: 03 30000 40000 %0008
200 AL —
260 400 600 80D 1000 1200 1400 W00 1800 2000 2200 2408 M0 AN 2008

Nnsdes

Figura 13 Cromatograma y espectro uv-vis del compuesto denominado GSFCR7-18
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Figura 14 Westo aislado GSFCR7 15:22

Las caracteristicas de este compL@ son: cristales pequefos de color amarillo
nol

claro los cuales son solubles ensmetanol, mientras que en la cromatografia en capa
recia-color azul a onda larga.
(\)

de fina de fase reversa se ap
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Figura 15 Cromatografia en Capa Fina Abs compuestos aislados en onda corta 254 nm (arriba) y
onda larga 380 nm (abaj se Reversa Agua y acetonitrilo 70:30

Con respecto a lo que se aislé telﬁl’hﬁente se procedio a realizar la Resonancia
Magnética Nuclear con los imerﬂ?que se describieron en la parte de

metodologia. ) Q

10.8 RESONANCIA MAGNETICA DEOS C @ESTOS AISLADOS
Después del analisis de RMN de éomp s aislados GSFCR7-8:13 y

GSFCR7-15:22, se logro elucidar que los splazan@tos quimicos en carbono 13
*

corresponden a los siguientes compuestos: acido me?@) (1) y acido o-cumarico

(2). A continuacion, se presenta la elucidacion estructur. @Iizada para cada uno

de los dos compuestos aislados.
Acido melilético. o

La estructura numerada del acido melilético empleada en la asig%\ §|én de las

6@0
Q
O

sefiales de RMN se muestra en la figura.

.
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Acido melilotico (1)

En la tabla 10 se muestra un resumen de la asignacion de las sefiales de RMN de
H y 3C, asi como las correlaciones homo y heteronucleares encontradas. La

discusion correspondiente se presenta mas adelante.

Tabla 9. Resumen de la asignacion de las sefiales de RMN de 'H (600 MHz) y 3C

(150 MHz) del compuesto.4. Temperatura ambiente, disolvente CD30OD

135G H ' cosy HSQC HMBC
Posicion (6 ppm) (8 ppmy'm*, J** 4
PP en Hz) ' ¢
1 1775 e P P H2, H3
2.8 H3, 2.8 (C3) H3
2 27.0 7.7 pR
2.5 ~ H2, 2.5 (C2) H2,
3 35.0 t 7.7) .
4 1282 - — ) H3, H6, H9
5 156.3 = e e Ny H6, H7, H9
6.73 H7 6.73 (C6) H7,
6 159 (44, =80, 1.3) )
7.00 H8 7.00 (C7), He, H8, H9
/ 1281 g J=8.0, 1.8) .
7.07 H9 7.07 (C8) _H6, H7, H9
8 1205 (dd, 7.4, 1.8) l =
6.73 H8 6.73(C9) HS3,_H7, H8
9 1309 (dd, 7.4, 1.3) .

*m: t= triplete, td=triple de doble, dd=doble de doble.
**J= constante de acoplamiento (Hz)
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Analisis del espectro de RMN de 'H

En la posicion 9 del anillo aromatico tenemos un doble de dobles con un
desplazamiento quimico de 7.08 ppm con una constante de acoplamiento de 7.2 y
1.8 Hz que “eorresponde a un hidrégeno en la posicion 9 del anillo aromatico,
mientras que en la posicion 7 con un desplazamiento quimico de 7.02 ppm tenemos
un triple de dobles e€on_una constante de acoplamiento de 7.8 Hz 'y 1.8 Hz que son
constantes de acoplamiento que se encuentran dentro de los parametros de las
posiciones orto y meta tespectivamente. Dentro de los desplazamientos quimicos
de 6.86 a 6.82 ppm tenemos un multiplete que integra para 2 protones de hidrogeno.
En las posiciones 2 y 3 podemo0s observar desplazamientos quimicos de 2.8 y 2.5
ppm respectivamente ambas sefales tienen una multiplicidad de triplete con una
constante de acoplamiento de 7.7 Hz\para ambas sefiales, las cuales presentan una
integracion de dos hidrégenos _en la‘\posiciones alfa y beta al carbonilo del acido

carboxilico.

Figura 16 Espectro de hidrégeno

GSFC1R715-22ICON.1.fid

I | ]

A (dd)| | G (m)
7.00 6.73
<
B (m)||D® 2 H (D I(H
7.07 || 6.83 © 2.87 2.58

—4.955

=-4.890
2.881

6.8 6.6 6.4 6.2 6.0 58 56 54 52 50 48 4.6 4.4 4.2 40 3.8 3.6 3.4 3.2 3.0 2.8 2.6
ppm
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Analisis del espectro de RMN de '*C

Para la“sefal de la posicion 1 localizada en 177.5 ppm, este se encuentra en una
zona caracteristica de desplazamientos de los grupos derivados de los carbonilos,
en este casepacido carboxilico, continuando con las posiciones asignadas las
sefales correspondientes a los carbonos 2 y 3 se encuentran en 35 y 25 ppm
respectivamente.se ‘encuentran en una zona del espectro donde se obtienen
sefales de metilos{o _earbonos saturados, en las posiciones 4,6,7,8 y 9 presentan
desplazamientos quimieos caracteristicos de anillos aromaticos, sin embargo el
carbono en posicidon 5 tiene una senal desplazada hacia frecuencias mas altas
debido a que al tener unide”un grupo hidroxilo, este altera su ambiente quimico,
teniendo como resultado que_este se aleje de la zona donde comunmente se

encuentran los carbonos de origen aromatico.

acido trans-o-Hidroxicinnamico

| S

177.554—-
|156.33F——
130.9
11283
128.28]
120.5
118.65¢
35.10 |

27.03 -

T T T T T T T T T T T T T T T T T

110 100 90 80 70 60 50 40 30
ppm

Figura 17 espectro de carbono
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COSY

En ‘el __espectro presentado a continuacion se pueden analizar las sehales
relacionadas que se presentan en la tabla de asignacion de sehales en el
experimento-el hidrégeno en la posicion 2 y 3 estan directamente correlacionados a
como se puede_ apreciar en el espectro. Mientras que los hidrégenos en las
posiciones de anillos, aromaticos también se encuentran correlacionados entre si
por el desplazamiento_de sefiales que tienen en la zona espectral propia de los

anillos aromaticos.

MM M L

GSFC1R715-22ICON.5.ser ok 1.0

r1.5

2.0

3.5

4.0

r4.5

f1 (ppm)

5.0

5.5
;6.0
;6.5
;7.0

r7.5

8.0

8.5

ppm
Figura 18 Espectro COSY

45



U M

GSFC1R715-22ICON.5.ser
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80 79 78 7.7 76 75 7473 72471 70 69 6.8 6.7 6.6 6.5
ppm
Figura 19 Ampliacionsdel espectro GOSY’
HSQC

En la figura 20 se observa que dentro del espectro de . HSQC se observa la
correlacién que se presentan entre los metilos en la posicion.2 y 3 asi como sus
respectivos desplazamientos en hidrégeno las cuales se aprecianen tonos verdes
resaltados en el espectro. A su vez se observa que las posiciones 6,7;8,9 también
se pueden apreciar en este experimento ya que se correlacionan las sefales en las

zonas de los anillos aromaticos.
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Figur@=20 EspectroH4SQC

Analisis del espectro HMBC

Para la senal que tiene un desplazamiente’de 2.5 ppm podemos observar en este
experimento que tiene correlaciéon con la seial de 27_ppm que corresponde al
carbono 3 que es su vecino, podemos observar que también, tiene correlacion con
una senal de 128.2 que corresponde al carbono 4 del anillo aromatico, por ultimo,
vemos igual una senal de 177.5 correspondiente al acido carboxilico. Con estos
datos podemos confirmar que la sefal que tiene un desplazamiento quimico de 2.5
ppm corresponde a los hidrégenos del carbono 3, el cual se ehcuentra unido

directamente al acido carboxilico.

La sefal que se encuentra en 2.8 ppm tiene correlacion con el carbono que.tiene un
desplazamiento de 35 ppm que corresponde a la posicion 2, de la misma forma-se
correlaciona con las posiciones 7 y 9 que poseen como desplazamiento quimico
128.2 y 130.9 respectivamente. Ademas de una correlacion con el carbono de la
posicion 5 que tiene un desplazamiento quimico de 156.3 ppm. Y por ultimo una
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correlacion a tres enlaces con el carbono del acido carboxilico que tiene un

desplazamiento quimico de 177.5 ppm. Podemos confirmar que el carbono 3 esta

unido directamente al anillo aromatico y al carbono 2.
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Figura 21 Espectro HMBC
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Acido o-cumarico (2)

Tabla 10. Resumen de.Ja asignacion de las sefiales de RMN de 'H (600 MHz) y
13C (150 MHz) del compuesto 2. Temperatura ambiente, disolvente CD30D

13C (d ppm) .~ H (d ppm, m, I) COSY HSQC HMBC
Posicidn
(151 MHz, MeOD) (600 MHz, MeOD) (13C, 'H)
1 171.3 /. -9 — [ H2, H3
N, . €, H3. 6.74 H3
2 118.6 6.74 (d, 1HyJ=16.1 Hz) €2)
3 142.4 7.98 (d,4H) J =16} Hz H2. 7.98 - H6, H,
(C3)
' 7 H2, H3,
4 122.1 ho
kg H3, H,
5 158.1 H7. H8
H7. 747  H3,H9
= | ’
6 129.9 7.47 (dd, J = 7.7, 1.8 Hz) C6) . H7. HB
~ H6, H8. ©_6.84  H8, H9
7 116.9 6.84 (d, J=7.7 Hz) &)
8 120.7 6.84 (d, J=7.7 Hz) H7,H9. | 683 H7.H9

(C8)__
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9 1325 7.20 (m) (o)
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H

GSFC1R715-22ICON.1.fid
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A (d) B () cm) g © [em E ()
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7.46

Figura 21 Espectro de hidrégeno

La sefal que tiene un desplazamiento quimico en 7.98 ppm tenemos un doblete con
una constante de acoplamiento de 16.1 Hz este parametro confirma que tenemos
un alqueno en posicion trans este hidrogeno beta del doble enlace, observamos que
el desplazamiento quimico para este hidrogeno se ve afectado por los fendmenos
de resonancia que hacen que se desplace a frecuencias mas altas en el plano-del
espectro. para el caso del anillo aromatico, tenemos un sistema ABCD dado que

tenemos cuatro sefiales, la primera sefal tiene un desplazamiento quimico en 7.48

50
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ppm,que nos da un multiplete, en 7.21, 6.83 y 6.89 ppm presentan multipletes los

cuales’integran para un proton de hidrégeno.

13C

GSFC1R715-22ICON.3.fid ) . .
acido trans-o0-Hidroxicinnamico

132.534
129.976
120.746
116.979

142.450
118.647

122.633

158.170

l:-;; 171.346

172 170 168 166 164 162 160 158 156 154 152 150 148 146 144 142 140 1381364134 132 130 128 126 124 122 120 118 1:
ppm

Figura 22 Espectro de Carbono

Para la sefal de la posicion 1 localizada en 171.3 ppm, este/se,encuentra en una
zona caracteristica de desplazamientos de los grupos derivados'de los carbonilos,
en este caso, acido carboxilico, continuando con las posiciones asignadas la
sefales correspondientes a los carbonos 2 y 3 se encuentran en 118.6-y142.4 ppm
respectivamente se encuentran en una zona del espectro donde s€ abtienen
sefiales de metilenos o carbonos insaturados, en las posiciones 4,6,7;8 y 9
presentan desplazamientos quimicos caracteristicos de anillos aromaticos,_sin
embargo el carbono en posicion 5 tiene una sefal desplazada hacia frecuencias

mas altas debido a que al tener unido un grupo hidroxilo, este altera su ambiente
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quimico, teniendo como resultado que este se aleje de la zona donde comunmente

se encuentran los carbonos de origen aromatico.
COSsY

Podemos obseryar que los hidrogenos en las posiciones de los anillos aromaticos
se encuentran, (correlacionados, mientras que también podemos observar
claramente que fos~hidrogenos en las posiciones alfa y beta al carbonilo se
encuentran directamente en esta posicion en las sefales cercanas a 8 y 6.7 ppm

respectivamente.

B .

GSFC1R715-22ICON.5.ser [6.3

f1 (ppm)

80 79 78 7.7 76 75 74 73 7.2 71 7.0 69 6.8 6.7 6.646.5
ppm

Figura 23 ESPECTRO COSY
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HSQC

En el espectro de HSQC podemos apreciar en las sefales pertenecientes al acido
o-cumaricossefaladas en naranja como se encuentran relacionadas con se aprecian
que las senales correspondientes al doble enlace en las posiciones 2y 3en 6.7y 8

ppm respectivamente. Siendo estas las caracteristicas en este enlace.

1 d
GSFC1R715-22ICON.B.5ser

S P Al A gl - [
r30
| 40

| r50

r 60
r70

80

f1 (ppm)

r90

r100

T ISy USSR 4. 3 TP,

r110
a 120

________ 2115 130

Ll

r 140

8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5
ppm
Figura 24 Espectro HSQC

HMBC

la sefal con un desplazamiento quimico de 6.7 ppm se observa _que tiene
correlacion a tres enlaces con el carbono de la posicion 1 del anillo aromatico que
tiene un desplazamiento quimico de 122.1 ppm, por otra parte, tiene correlacion a

dos enlaces con el carbono del acido carboxilico que con una sefial en 171.3 ppm.

Para la sefial 7.98 ppm tiene una correlacién a dos enlaces con el carbono 8 que
tiene un desplazamiento quimico de 118.6 ppm, ademas de tener una correlacion a
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tres enlaces con las posiciones 2 y 6 cuyos desplazamientos quimicos son 158.1y
129.9ppm respectivamente. Por ultimo, se observa una correlacion a tres enlaces

con el carbono 9 del acido carboxilico.

Con la informacién anterior podemos confirmar que las posiciones 7 y 8 se
encuentran directamente unidas ademas que el carbono 7 esta unido al anillo

aromatico y el carbeno 8 esta en posicion alfa al carbonilo.

"L—A_JLL\‘L\J AU L
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) 140
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— o v 160
| 6 . L170

180
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Cada una de estas técnicas espectroscopicas, son complementatias entre si. En
muchos casos, no se puede identificar completamente un compuesto_.desconocido
a partir de un solo espectro sin informacién adicional; sin embargo, con'dos 0 mas

tipos de espectros diferentes, se puede determinar la estructura.

54



10.9.EVALUACION ANTIINFLAMATORIA EXTRACTOS Y FRACCIONES

Para la.€valuacién antiinflamatoria se tomaron 5 grupos de ratones con una n=5
los cuales fueron los siguientes:

e Grupo-T. Vehiculo.

e Grupo 2:,Indometacina.

e Grupo 3: Extracto Acetato de Etilo.
e Grupo 4: GSFC1-R5.

e Grupo 5: GSFC1-R7.

A continuacién, se presentan las tablas y las graficas de la evaluacion
antinflamatoria.

Tabla 11 Edema des@reja de Raton modelo TPA. Dosis 1 mg/ml

Tratamiento Edema (mg) Porcentaje de
(1 mg/ml) inhibicién (%)
TPA “025 | 0 -
Indo 1.38 87.4
AcOEt 4.70% 57.4*
R5 6166 39.5*
R7 2:40 74.8

55



100+
T
40 87.48
L *k
L
= 60— |
Z 57.37 *
S o L
) 39.53
20+
0 I ] ]
O
o\é\? S oQio
4 v
o
g

TRATAMIENTOS

Figura 26 Porcentaje de Inhibicion en'modelo deetlema auricular por TPA. Dosis 1 mg/ml

Dado las caracteristicas presentadas en-elperfil cromatografico y se hacen de forma
presuntiva los acidos fendlicos presentes en la fracecion GSFCR7, este tipo de
compuestos ya tienen descritas diferentes actividades relacionadas con la
inflamacion aguda, sin embargo, el mecanismo mas comun)que presentan estos
compuestos quimicos de caracter antioxidante debido a la inhibieion de las especies
reactivas de oxigenos (ROS) que estan presentes en los proceses inflamatorios.
(42) aunque también dentro de los procesos inflamatorios existen ‘otro tipo de
compuestos que pueden verse involucrados dependiendo de donde se lleve a cabo
este proceso fisiologico (1,13,14). Posterior a una prueba estadistica-descrita
anteriormente, al no presentar diferencia estadisticamente significativa nos, indica
que funcional de forma equivalente a nuestro control positivo, por consiguiente,
podemos confirmar que la fraccion evaluada tiene efectos similares al farmago

control.
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10.10°EVALUACION ANTIINFLAMATORIA COMPUESTOS AISLADOS

Dado los resultados favorables para la fracciéon denominada GSFCR7, se prosiguio
con la evaluacién de los compuestos una vez aislados de esta fraccion, es decir el

acido melilético 'yel.acido o-cumarico

Se tomaron cinco grupos los cuales fueron los siguientes:

e Grupo 1: Vehiculo.

e Grupo 2: Indometacina.

e Grupo 3: Extracto Acetato de Etilo.
e Grupo 4: Acido melilético:

e Grupo 5: Acido o-cumaricos

A continuacién, se presentan las_tablas y las graficas de la evaluacion
antinflamatoria.

Tabla 42 Edema de oreja de Ratén

Tratamiento Edém (mg) Porcentaje de
(1 mg/mi) 9 inhibicion (%)
TPA 11.025
Indo 1.38 87.4
AcOEt 4.70* 57 4%
Acido o-cumarico 1.44 89.9
Acido melilético 2.36 75.7
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Figura 27 Porcentaje de Inhibicion en medelo de edema auricular por TPA. Dosis 1 mg/ml

Dado que estos compuestos aislades, acida'melilotico y acido o-cumarico los cuales
son derivados del acido cinamico, y ya se han(reportado en dicha especie (35), sin
embargo se tienen pocos estudios donde!se presentes que dichos compuestos se
han evaluado en este modelo antiinflamatorio, sin émbargo en un estudio realizado
por Kim & kim (43) presenta que el acido o-cumarico tiene propiedades
antiinflamatorias en un modelo de dermatitis, a partir de"la caracteristica de las
estructuras elucidadas y estas al ser derivadas del acido cinamico los cuales
presentan un potencial antioxidante este puede ser el mecanismo por el cual dicho
compuesto puede llevar a cabo su mecanismo de accidn, ya‘que se encuentra
relacionado el potencial antioxidante de estos compuestos con el potencial efecto

antiinflamatorio que se pueda presentar (44).

Ademas, podemos observar que después de una prueba estadistica nos menciona
que estos no presentan una diferencia estadisticamente significativa con el farmaco

control de indometacina lo cual nos indica que tiene un efecto similar.
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1. CONCLUSION

Se evalud el extracto de acetato de etilo y este tuvo la actividad suficiente para
seqguir eons el estudio de una forma biodirigida con respecto a los antecedentes
presentadosy=asi como la reunion mas eficiente (R7) llegando a lo compuestos
responsables.de la actividad antiinflamatoria los cuales fueron el acido o-cumarico
y el acido melilético, los cuales después de un analisis estadistico, no presentan
diferencia significativa,con respecto al farmaco control. Es decir, dichos compuestos
aislados tienen un’ sefecto farmacoldégico equivalente al farmaco control de

indometacina.

Los efectos antiinflamatorios“responden a la inflamacién aguda, ya que estos
compuestos tienen actividades~antioxidantes por su naturaleza quimica, es muy
probable que su mecanismo de accion tenga que ver con las especies oxidantes
tanto de oxigeno y nitrégeno, asi como ¢itocinas relacionadas con este proceso. Por
otro lado hay estudios que mencionan que el acido o-cumarico tiene propiedades

antioxidantes (45), el cual esta muy relacionado con la inflamacion aguda.

Finalmente es posible considerar—que .la especie Gliricidia sepium pueda ser
considerada en un futuro como parte del’cuadro bésico de remedios herbolarios que

se emplean en instituciones de salud publica.

12. PERSPECTIVAS

e Evaluar nuevas actividades farmacolégicas para estos'compuestos
aislados: antimicrobianas, antioxidantes, antihipertensiyas, antipiréticas o
en modelos de inflamacion crénica.

e Estudiar el mecanismo de accién de los compuestos previamente aislados
en este trabajo.

e Evaluar los compuestos para nuevos modelos de inflamacion agudaly
cronica.

e Realizar estudios mas profundos para que la especie Gliricidia sepium-en
un futuro pueda llegar a formar parte del catalogo de remedios herbolarios
en instituciones de salud publica.
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