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INTRODUCCION

Uno de los problemas mds importantes de la salud piblica en nuestro pafs son las
enfermedades infecciosas de origen bacteriano, Asf mismo las baclerias son una de las
causas comunes de enfermedades en plantas, provocan una considerable reduccidn en la
produccion y calidad de los productos vegetales y en ocasiones la destruccién del cultivo
(Agrios,1991).

Actualmente las infecciones bacterianas se pueden controlar mediante el uso de
compuestos quimioterdpeuticos como son las sulfas y los antibidticos. No obstante el uso
indiscriminado de estos dltimos ha provocado resistencia creciente de las bacterias a estos
farmacos (Chavez A.,1979).

Las Compuestas una de las familias mds numerosas de las Angiospermas,
comprende unos 1100 géneros y 25000 especies. La mayorfa de sus miembros son
arbustos o matas de hojas persistentes, o plantas herbdceas rizomatosas.

Su Distribucién estd repartida por todo el mundo, a excepcidn de los territorios
antdrticos, estdn especialmente representadas en las regiones semidridas de los trépicos y
subtropicos, como la regién mediterrdnea, México, region de El Cabo de Africa del Sur
y formaciones de sabanas arboladas, arbustivas y herbdceas de Africa, Sudamérica y
Australia.

Caracterfsticas diagndsticas: hojas alternas u puestas, rara vez verticiladas, sin estfpulas,
simples, con nerviaciones pinnadas o palineadas, sentadas o pecioladas, frecuentemente
con base auriculada o envainada, generalmente lobuladas o dentadas, algunas veces
suculentas, raramente lerminadas en zarcillos, a veces reducidas a escamas o faltando
completamente.

Las flores estdn dispuestas en cada capitulo de forma racemosa indeterminada y las mas
externas maduran primero, ’ :

El fruto es de una semilla, indehiscente, casi siempre seco, llamado cdpsula. Pueden ser
anguloso, redondeada, diversamente comprimida o curvado, ornamentada o distintamente
alado; a veces es una drupa con endocarpo carnoso, semillas sin endospermo y com
embridn seco.

Clasificacion., La clasificacidn de las compuestas se encuentra en estado de transicién.
Durante 20 afios se ha aceptado, en general, subdivision, en 12 tribus, pero en vista de
los resientes descubrimientos en bioqufmica, palinologfa, micromorfologfa.anatomfa y
citologfa, parecen necesarias algunas modificaciones. La clasificacion que sigue

_comprende 2 subfamilias y 17 tribus, La tribu Euparoricas y Senecioneas ocupan una

posicién intermedia, en algunos aspectos, entre las dos subfamilias y podrfa justificarse su
segregacién para formar con ambas una tercera subfamilia,

Usos. plantas alimenticias (lechuga alcachofa, girasol), ornamentales (crisantemo, dalias),
insecticidas (Pyrethrum) y medicinales. .

La planta Piqueria trinervia Cav a sido utilizada en 1a medicina natural popular en
Mexico desde hace mis de 100 afos. EI nombre le era atribuido segin el mal que
remediara, Esta planta se utiliza en varias partes del pafs para combatir: el tifo, fiebres
intermitentes, reumatismo, malaria, tiene propiedades estimulantes y segin el médico
naturista  mexicano  Oliva se ha empleado para problemas estomacales
(Gonzdlez,V.,1890). Los indios usaban esta planta en cocimiento o en lavados contra



fiebres, especialmente en los casos de tifo exantemdtico y contra ¢l paludismo, pero sélo
se ha comprobado que abate la temperatura al modo de la aspirina sin ser remedio
especifico. Entre la poblacion se dice, ademds que esta planta ha dado buenos resultados
para combatir los cdlculos biliares y en Zitdcuaro Michoacdn. "para el constipado y
nervios”, usando en ambos casos el cocimiento, En Aguascalientes usan la infusién en
alcohol en fricciones contra el reumatismo (Martinez, 1969). i
Recientemente se ha estudiado uno de sus componentes quimicos mds abundante
el terpeno piquerol ''A'" como alelopdtico accién herbicida sobre plantas (Gonzdlez de la
Parra et al, 1981), molusquicida (Cruz Reyes et al 1989), se le ha encontrado actividad en
contra de Tripanosoma cruzi agente causal de la enfermedad del chagas (Tripanosomiasis
americana) (Castro et al, 1992),




ANTECEDENTES
L Caracteristicas generales de la planta Piguenia trinervia
1 Piqueria trinervia cav. es una planta herbdcea que pertenece a la Familia Compositae,
D Subfamilia Tribuliflorae, Tribu Eupatoneae, género Piqueria, especie trinervia, conocida
Al también como ;

Hierba del zopilote (Molango, Hidalgo)

Hierba de San Nicolas (Valle de México y Jalisco)

Hierba del tabardillo (Valle de México y Jalisco)

Hierba del Perro (Chiapas)

Oxonitsal (Mesa Central)

Tzotzaniztale (Morelos)
, Cuinﬁc (Tabasco y Michoacdn)

Xexenitzal ' "

Yoloxiltic ' "

Alta reina (Taxco y Guerreto)

Empueste (Telotoapan, Guerrero). (Robinson,!1906) (Paray,1953).
[T : Presenta un olor particular (Hierba santa) y llega a medir de 70 cm a Im de
~altura, tiene tallos numerosos de color rojo oscuro, las hojas son lanceradas opuestas, casi
siempre de tres nervaduras y obtusamente dentada en sus bordes, la infloresencia es

cimisa corimbosa, cada coriimbo presenta de 3 a S flores, los frutos son aquenios, los
‘jovenes comprimidos, los adultos pentdgonos.

Crece naturalmente en México, América Central, Haitf y los Andes del Perd, en
México se encuentra en Puebla, Veracruz, Guanajuato, Valle de México y otros lugares,
crece a una altura de 2300 a 3000 m de altitud, pnncnpnlmeme en lugares con matorral y
pastizal, aunque se extiende al bosque de pino encino. .

Es conocida erréncamente como Srevia serrara, se encuentra en floracién los
meses de agosto a noviembre, .
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PIQUEROL "A" y otros componentes quimicos de lu Putrinervia

Romo et al, (1970), aislaron de plantas de Piqueria trinervia colectadas de
distintos lugares, terpenoides que fueron identificados por resonancia magnética nuclear,
espectometrfa de masas espectofotometrfa de rayos infrarojo. De la planta colectada del
Pedregal de San Angel también se identificaron acetato de carquejilo (la), un
constituyente cristalino al que se le dio el nombre de piquerol "A" (Ib), De planta
colectada en Atlacomulco (Estado de México) fué aislado y caracterizado un nuevo
constituyente, piquerol B (Ic) (Fig 1)

La estructura II fué aislada del extracto etanolico de P. trinervia colectada en tehuacdn,
figl

Bohlman y Suwita (1978) aislaron 2 terpenos de P.trinervia el Santalal Ula y
Santalol MHIb (Figl) de la rafz, Bohiman afslo e identifico los compuestos
VI, Viiia, VIIib, Vilic y IX..(Fi)

Jiménez y Gonzdlez de la Parra (1983), aislaron un compuesto llamado trinervinol .
IV (alcohol diterpénico), estableciendo - su estructura . quimica por datos
espectroscdpicos, (Figl)

Soriano et al. (1983), determinaron la estructura cristalina del piquerol "A" por
estudios de difraccién de rayos X,

Rubio et al. (1985), efectuaron el andlisis conformacional, determinaron la
estructura electrénica de los terpenos del piquerol A" y B su correlacién con las
propiedades qufmicas y bioldgicas que se manifiestan.

En 1985, Chavarin realizd imodificaciones qufmicas al piquerol "A® por
reacciones de esterificacién que produjeron un cambio
de conformacién del anillo ciclohexanico al sustituir los hidrégenos de los grupos

_hidroxilo por grupos més voluminosos, Finalmente un andlisis més detallado de éste

comportamiento fué realizado por Rubio et al (1988), quien establecié la conformacidn
més comin del piquerol "A" y la de sus derivados serfan la V y VL.(Figl)
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Estructura quimica de los componentes de la Pigueria trinervia Cav

OH OH

& & G

OAc  OH

Acetato de Carquejilo Piquerol A
Ia Ib

. CH=0 ‘

- N Nom Ho

S Mla, Santalal, Re-CH=O
b, Santalol, R=CH,-OH

Conformaciones preferidas del Piquerol A y sus
derivados,

g | 09’—< é
&S

& YN

Isoferulol-(4-R-senscionto) ‘
v VIla, ReOAc (scetory) KX
VIIIb, ReOH (hydroxy)

Villc, RsH

Figura |




Actlvidad bioldgica del piquerol
Cruz—Reyes y col (1989), demostraron la actividad molusqmclda del piquerol A
sobre 8 especies de caracoles pulmonados Se utilizaron tres concentraciones 50, 25 y §

- ppm para cada una de las especies y 2 periodos de exposicidn, 6 y 24 horas, a 20 y 22°.

Después de 6 horas a una concentracién de 50 ppm de exposicién todos los caracoles
murieron, la mortalidad fué variable cuando se utilizaron concentraciones de 25 y 5 ppm
para todas las especies, pero la concentracién de 25 ppm fué efectiva después de 24 hrs
de exposicidn,

La concentracién de 5 ppm después de las 24 horas de exposicién fué mortal en
mds de 60 % de los casos. De estos estudios se concluye que el piquerol A pueda ser un
excelente molusquicida para las dreas donde hay transmisién de Schistosomiasis y
Fascioliasis. .

Gonzdlez M. de la Parra y col (1981), probaron el potencial alelopdtico del

piquerol A y B en 6 diferentes especies de semillas, de pastos dando buenos resultados.
El porcentaje de inhibicién fué de 50 al 100% las concentraciones utilizadas fueron de
50, 100, 150, 200 mg/ml.
El mismo ensayo se realizé con raices obteniéndose los siguientes resultados, el piquerol
"A" mostré ser mds activo al inhibir el crecimiento de las rafces. El piquerol B tuvo un
efecto inhibitorio en tallo pero en ralces no presentd inhibicidn. El lixiviado (planta en
agua acuosa de las hojas causé una fuerte inhibicién en las nd(culu de las lemillu
probadas en un 50 a 95%.

Las reacciones estudiadas sugieren una diferente fisiologia y mecanismos
bioqufmicos de accién: permeabilidad de la membrana, interferencia metabdlica,
bloqueamiento de las auxinas, inhibicidn de la respiracién mitosis, etc. Esto podria ser
importante para ¢l entendimiento del fenémeno de alelopatia de ésta planta.

Cruz Ortega y col en (1991), hicieron un estudio del efecto del piquerol "A®

“sobre el sistema de transporte a nivel de membrana, el cual era inhibido por el piquerol

A" y su derivado diacetil piquerol. El piquerol "A" y el diacetato de piquerol fueron
probados con fracciones microsomales de Jpomea purpura. Los resultados mostraron que
a una concentracion de 50 ppm de diacetato de piquerol, 1a inhibicién radicular era total y
con piquerol A (a las mismas concentracnones) fué 72.9%. Estos datos sugieren que la

accidn del diacetitil piquerol in vivo estd relacionada ‘con la ATPasa de Ia membrana del
plasma celular

Gonzilez de la Parra, y col b(il99l). determinaron la actividad acaricida del

~ piquerol Ay piquerol B en garrapatas de Boophilus microplus, uno de los principales

eclopardsitos que causan graves daflos al sector ganadero en México. Los resultados

mostraron que ambos piquerol A y B previenen la ovoposicién; la concenulcwn de 300
mg/ml de piquerol A causa 100% de monalidad,

Gonzélez de la Parra y col (1992), probaron el efecto inhibitorio del piquerol A
sobre el crecimiento de epiinastigotes de Tripanosoma cruzi agente causante de la
Tripanosomiasis americana 6 enfermedad del Chagas. Las concentraciones empleadas del

Piquerol A fueron de 800, 400, 200 y 100 mg/ml. En la concentracion de 800 mg/mi se
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presenta una lisis celular y en 100 mg/ml solo hay inhibicién parcial en el crecimiento
celular, finalmente en la concentracién de 200 mg/ml, hay un efecto inhibitorio en el
crecimiento de epimastigotes de T. cruzi en 4 dfas de observacién, estos dalos de
concentracion son similares a los reportados para la Ofloxacin (compuesto sintético), que
inhibe el crecimiento de epimastigotes de 7. cruzi en un 80%.




La contnminacién en el Cultivo de Tejidos jn vitro,

La contaminacidn bacteriana in vitro es un problema comin para metodologias del cultivo
de tejidos vegetales y es dificil de detectar, Bacterias y hongos han sido reportadas como
contaminantes en cultivos de tejidos jn vitrg (Blake 1988; Enjalric et al 1988; Leggat et al
1988). La contaminacién con bacterias es considerada el problema mas serio y que reduce
la produccién de los cultivos in vitro, Las_bacterias que generaimente aparecen el los
cultivos son Pseudvmonas, Actinetobacter, Bacillus, Corynebacterium, Enterobacter y
Erwinia. (Boxus and Terzi 1987; Cornu & Michel 1987; Podwyszynska & Hempel 1987;
Singha e1 al 1987, Brunner et al 1995).
El explante cultivado in yilro puede permanecer sin contaminacién de bacterias u otros
organismos durante 7 meses y aparecer de repente la contaminacion. Las bacterias que se
encuentran con  frecuencia en estos cultivos son: Erwinia (Knauss and Milier, 1977;
Peromelon and Kelman, 1980 Pseudomonas, Bacillus (Jones,).B.,1979) Epichleo typhina
(Kasperbaver et al 1979,1980) Y Hyphomicrobium (Horsch and King, 1983).

La contaminacién puede ser controlada por antibidticos, pero desafortunadamente los
tejidos de las plantas son sensibles a los antibidticos y responden variablemente de
acuerdo a sus genotipos.
Los antibidticos mds usados para controlar la contaminacién in yitro son: Penicllium, De
Ropp (1949) Streptomycin Zamski y Umiel (1978) Carew y Patterson (1970), Phillips et
al (198i), Umiel y Golner(1976) Bacitracin Rier y Henderson (1956) Sparsomycin
~ Owens (1976) -

.- Los antibiéticos pueden causar inestabilidad cromosémica asf como tener algdn beneficio
para ¢l explante o no tener efecto alguno.

" Al realizar estudios de cultivo de tejidos vegelalel invitro de quueria trinervia
Cav se observd que no presentaba ninguna clase de contaminacién por bacterias, lo que
motivé a hacer el presente estudio sobre la accién bactericida de los componentes de esta
, planta (Rubluo et al 1995),

Camter(sticas generales de los microorganismos que se utilizaron pars reslizar las

pruebas microbioldgicas en este trabajo.

Hacia fines del siglo XIX, Pasteur habfa eliminado con métodos expenmemalcs ¢l mito
~de la generacién espontdnea, y se conocfa desde entonces que los mncroommsmos eran

Ia causa de las enfermedades infecciosas. (Tabla 1),
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Tabla 1 Caracteristicas generales de los lmcroorgamsmos que se ,util‘izaron para las pruebas de

susceptibilidad de los compuestos de la Pigueria trinervia ,
Microorganismos | Caracteristicas | Metabolismo Formas clinicas | Fuente de] Epidemiologfa- | Tratamiento
generales - coataminacién
Cendida albicans| Célula globosa u} ___-____ ] Mucocutfneea, El  hombre| Padecimiento Sistémico
ovoide de 3 a2 7 oral, ' genital,} mismo cosmopolita moj anfotericina
micras esofigicas, importa edad ni| fluconazol
cutfnea, sexo ataca por} ketoconazol
visceral, igual, siempre y|] Tépico nistatina
pulmonar, tos, cusado presente§ ketoconazol
mocoide, dolor factores de] miconazol
torkccico, fiebre oportenismo. sulconazol
gastritis.
Staphylococcus | Cocos gram| Anaerobios Vias Piel del hombre Oxacilinas
aursns positivo facultativos respiratorias, es varias meticilina
immoviles de .7 simusitis, especies de cefalosporinas
a 1.2 micras fariagitis, animales se le rifampicina
racimos o laringitis, eaceentran ea la eritromicina
cadenas cortas bromquitis, ssperficie de fosfomicina
absceso los objetos, ea el clindamicina
pulmonar,y sire seeclo agwma vancomicina
plesraiDigestivojen la leche
intoxicacién puede coloaizar
slimeaticia, la mucosa de iss
emteritis, fosas masales y
peritonmitis, dor origen 2 wa
absceso de{ portador
higado Urisario] asintomético
cictitis sefritis} peligroso

prostatitis.
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Tabla -1 continua

fiebre - no muy

Escherichia coli| bacilos = 'gram| scrobias y agua Cosmopolita Las] Aminoglucésido
" | negativos anaerobias elevada - dolor{ contaminada cepas de dimsres| s cloranfenicol
méviles de 2 a 3| facultativas abdominal, suelo, medio] emterotoxigena . | tetraciclinas
micras diarrea. ambiente de cerditos} sulfametoxanol-
secretora, plantas c] pasan de wa pafs| trimetoprim
deshidratacién, | insectos a otro ea poco
desequilibrio tiempo y
hidroelectroliti demuestran  con
co,, ‘puede ser el qué  facilidad
agente etiolGgico cepas  patégenas
de enmteritis y especiales
enterocolitis pucden
(diarreas  del disemisarse - por
turista todo el mwado
rncu‘a marcecens] bacilos gram| aerobios y{ Infecciomes ‘suelo,agus Estrepiomicina
. aegativos anaercbios quirérgicas, estancada cloranfenicol
mbviles facultativos infecciones smimales y tetraciclinas
intrahospitalari | vegetales
as, otitis,
sinusitis,
meuingitis,
eadecarditis,
Beumonfs.




Tabla ‘1 continua
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Fe

40° y6mito,
cblico

{ abdomonal,

evacuaciones
liquidas, moco
con o sin sangre

fetidez  fecal,
fiebre tifoides,
sudoracié
profunda y
calosfrios
cefalea

en desarrollo en
donde se
encuentra en
forma endémica
con brotes
epidémicos. En
México 1a usa
en 1960 era de
17.6 por cien
mil babitantes y
en 1980 bajé a
46 por cien mil
habitantes con
una epidemia
registrada en
1972 La mayor
insideacia se
eacsentra en la
edad escolar, es
poco frecwente
antes de los 7

Salmonella : typhi{ bacilos gram}aerobias gastroenteritis, | La ingesti6n de] S¢ encuentra enm] cloranfenicol

- " { negativos anaerobias salmonelosis aguas todas 1as} ampicilina
moviles de 2 a} facultativas fiebre de 38 a} contaminada. latitudes y en] trimetoprim-
4mm todos los pafses| sulfametoxazol

afios de edad
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-'Tabla -1 ‘continua

bacilos . gram|{ aerobios complicacién | animales 'y el _ .= _ 1 Carbencilina
Pseudomonas negativos' de” .6 ‘ ‘Jinfecciosa " de| mismo hombre. © | tobramicina
aeruginosa por - . 2micras quemaduras ’ ticarcilina
moviles procesos piperacilina
infecciosos en mezclocilina
drogadictos cefalosporinas
infeccion . intra de 32 generacién
hospitalaria monobactam.
infeccion de
vias  urinarias
meningitis
infecciones
corneales
neumonia
Streptococcus cocos gram] anaerobios faringitis, animalea y{ Durante afios] penicilina
faecalis positivos facultativos fiebre comoda recientes el estreptomicina
iamoviles en estreptoc6ecica, | enlatada. aémero de] sulfonamidas
cadenas colomias escarlatina, epidemias en
en forma de sinusitis, hospitales se ha
disco de 5 s acumonfa, increcentado en
2mm meningitis, EU,
celulitis especialmente
perianal en recien
vagimitis. macidos.




Bacterias de importancia fitopatdlogica

Erwinia carotovora. Bastones rectos, con dimensiones de 0.5 a 1.0x1.0 a 3.0 um, Se

“desplazan por medio de varios o muchos flagelos perftricos. Erwinia son las inicas

bacterias fitopatégenas que son anaerobias facultativas gram negativa. Produce la
pudricién blanda bacteriana de las hortalizas ( y algunas plantas anuales de ornato). El
microorganismo se encuentra distribuido en todo €l mundo y produce pérdidas
considerables de cosechas en el campo, su (ransporte y especialmente en el
almacenamiento, dando como resultado pérdidas totales mayores de érganos vegetales
que cualquier otra enfermedad ocasionada por bacterias. Casi todas las hortalizas carnosas
estdn sujetas a pudriciones blandas bacterianas, de ahf que estas iltimas puedan producir
una considerable pudricién de ellas al cabo de unas horas, ya sea duranie su
almacenamiento o venta en el mercado. Dichas pudriciones producen pérdidas
econdmicas considerables al disminuir la cantidad disponible para la venta, al disminuir
la calidad y por lo tanto el valor en el mercado de los cosechas y al incrementar
excesivamente los gastos de medidas preventivas para combatir las enfermedades y en la
preparacién de ia produccién parcialmente afectada para su uso.

Los sintomas producidos por las pudriciones blandas en frutos de hortaliza y en otros
drganos carnosos ya sea en el campo o durante su almacenamiento, son muy similares a
los hospederos. Al principio, en los tejidos de dicho érgano aparece una pequefia lesidn
aguanosa que se extiende con rapidez en lo que se refiere a didmetro y profundidad. La
zona afectada se ablanda y suaviza,

Pyeudomonas fluorescens. produce la enfermedad denominada  ''ojo rosada de la
papan'

Xanthomonas campestris. Bastones rectos Gram negativas, con dimensiones de 0.5 a
IxL.5 a dum. Se desplazan por medio de un flagelo polar. Todas las especies son
fitopatdgenas y se encuentran sélo en asociacién con plantas o con érganos de éstas.
Causa la pudricidn negra o nervadura negra de las cruciferas, es cosmopolita. Afecta a
todos los miembros de la familia de la col y algunas veces causa pérdidas considerables
en estos cultivos. La infeccién de las pldntulas j6venes produce achaparramiento,
creclmiento desigual y cafda de las hojas de la parte inferior de la pldntula, La zona
afectada se empardece y seca

Corynebacterium spp . Bastones rectos o ligeramente curvos y con dimensiones de 0.5 a
9x 1.5um. por lo general son bacterias inmdviles Gram positivas, Varias especies de
corynebacterium producen enfermedades en el hoinbre y los animales. Produce la

marchitez bacteriana de la alfalfa y del frijol la pudricién anular de Ia papa y el céincer y
marchitez bacteriana del tomate.

~- Pseudomounas spp. Bastones rectos 0 curvos, con dilﬁensiones de 0.5 a 1x1.5 a 3.0um.

Se desplazan por medio de uno a muchos flagelos polares. Muchas especies son
habitantes comunes del suelo o de ambientes marinos y de agua dulce. La mayorfa de las

- especies patdgenas de este género infectan a las plantas y sdlo algunas de ellas a los

animales y al hombre
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OBJETIVOS

;

El objetivo general de este trabajo fué:
*Probar la accién antibacteriana del metabolito secundario piquerol A" y de las
aguas madres de cristalizacién ("aceite”) de la planta Piqueria trinervia Cav. contra
: _ bacterias de importancia 'para la salud piblica, bacterias de importancia ﬁwpatdlogicq y

bacterias contaminantes en cultivo de tejidos vegetales in yitro,

Objetivos particulares.

o *Aislar y caracterizar qufimicamente 10s compuestos que presenten actividad
‘ antibacteriana

*Comparar - los resultados de actividad antibacteriana de bacterias patdgenas
. "humanas con antibiéticos comerciales. '
i‘),
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Materiales y Métodos

Parte experimental
Parte quimica

Extraccidn del principlo active piquerol "A* y "aceite®

La planta Pigueria trinervia fué colectada en la carretera al Ajusco Km|2 S,enel
mes de noviembre a una altitud de 2400m de altitud.

En una columna de vidrio (Pyrex) de Im de altura y 8cm dc ditmtro %
colocaron hojas flores tallos semillas de la planta trituradas, y se agregaron agua
destilada, dejdndose macerar a temperatura ambiente durante 48hrs, posteriormente el
agua se saturd con cloruro de sodio, y con un embudo de separacién(Pyrex) se hizo la
extraccién con cloruro de metileno, Se destild a bafio' Marfa en una vaporera (WM
Bockel) hasta que quedaron unos mililitros en el matrfz bola (Pyrex), al irse evaporando
¢l cloruro de metileno cristalizé primero un compuesto llamado trinervinol, el cual se
filtrd para después obtener puro el piquerol ''A'’. Las lamadas aguas madres de la
cristalizacion (parte lfquida viscosa) es donde el piquerol *A" va ha cristalizar y una vez
que cristaliza dentro de las aguas madres se filtra quedando las aguas madres de
cristalizacién que se le denomind 'aceite’ y el piquerol "A® . (Diagrama de flujo 1)
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Diagrama de flujo 1. Obtencién del piquerol "A" y del "Aceite"
o S Planta colectada

Planta seca y macerada con agua

&

| ; : Extraccién de agua de planta macerada - (agua madre)

I

Saluracién con NaCl

l

“Lavado con CHaCl(3 veces)
I
l Parte acuosa desechada Parte inorganica

J

Evaporacidn del exceso de solvente

&

Agua madre de cristalizacién (parte lquida viscoss)

l

Separacién

|
| 1

Piquerol "A" "aceite"”




Transformaciones del piquerol *A"

Las transformaciones del piquerol "A" se hicieron con el propdsito de saber si al
acetilarse o tratarse en un medio dcido tiene algin compuesto que sea parecido al de la
mezcla del aceite, para asi poder comparar y poder identificarlo con mayor facitidad,

Acetilacién

Se pesaron 80 mg de piquerol "A*, se disolvieron en 2ml de plndma y un
mililitro de anhidrido acético y se dej6 reposar 24hrs.

La mezcla obtenida se vertié en un matrdz elermeyer de 120 ml de capacidad, se
colocd en hielo, una vez deshecho el hielo se extrajo la solucién con cloruro de metileno,
3 veces en un embudo de separacidn, se lavd con una solucidn de dcido clorh{drico al
10% 3 veces con 20 ml aproximadamente, y luego con agua destilada otras tres veces
para neutralizar, se secd el cloruro de metileno con sulfate de sodio anhidro para quitar el
exceso de agua, se filtrd y se evapord a su mfnimo volumen,
El aceite que quedd (de color amarillento) (Diagrama de flujo 2), no debe olerse ya que
causa irritaciones a la garganta y las mucosas nasales. ‘

Tralamlento en medio dcido

Se disolvieron 100 mg de piquerol A en agua destilada (Sml) y se calentaron a
bafio de vapor hasta su disolucidn total, se agregaron 4 gotas de &cido sulfirico, se dejé
toda la noche a temperatura ambiente, y se extrajo con acetato de etilo. El acetato de etilo
se lavd con agua destilada hasta neutralidad (3 veces), se quitd ¢l exceso de agua con
sulfato de sodjo anhidro, al acetato de etilo se concentrd a un mfnimo volumen y, se
obtuvo un aceite de olor caracteristico. (Diagrama de flujo 3)

17



Diagfama de flujo 2. Acetilacién del Piquerol "A"

Piquerol "A" 100 mg

Agregar 2 ml de piridina y | m) de Anhidrido Suifonado
{ v ‘ Reposar 24 hrs.
A.telir hielo‘
Extraccién con CH2CI12
Enju;gar con HC) al 10% y después con agua
Secar con NaSO4
Evaporar el exceso dc lolvem

Hacer cromatograffa en capa fina

) | piquerol

Piq K |
Acetilacién

"‘:" :'\:: R, 384 LF ISR o= SENORENE ORI SN I I I I By S
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Diagrama 3. Obtencién del tratamiento en medio acido del piquerol"A"

Piquerol"A" . 100mg -

#

Diluir en 5Sml de agua caliente

&

Agregar 4 gotas de H2S04

&

Reposar toda la noche
Extraccion con Ac OEt (3veces)
Lavar con agua hasta neutralidad secar con NaSO4

%

Evaporar exceso de solvente

l

Hacer cromatograffa en capa fina

‘ to acido
piguerol | O

‘IPig TA .
T A=tratamiento acido
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Fraccionamiento del aceite de P.trinervia Cay

Se realizaron disefios experimentales para separar el aceite en sus diferentes compuestos
se utiliz6 cromatograffa en capa fina, mediante placas preparativas de gel de sflice de 10
X20cm,

Para realizar la elucién del "aceite de la planta P.trinervia. Primero en la placa
preparativa se marcé una linea a 2cm del margen, sobre esa linea se aplicd el aceite
homogéneamente con un capilar (del extracto del aceite se pesaron 200mg y se diluyeron
en un mililitro de cloruro de metileno).

* La placa preparativa se eluy6 en una cdmara cromatogrdfica con una solucién de
cloruro de metileno/acetato de etilo 7/3, 2 (veces) para tener mayor resolucidn, una vez
elufda se dejé secar y se observd con una cdmara de rayos ultravioleta la formacidn de
franjas que florecen, las cuales se marcaron y posteriormente 's¢ cortaron. Para tener la
seguridad de que se corté la franja que se querfa, se revel6 una parte de la placa con
sulfato cérico analftico y fué asf como se pudo observar claramente las manchas. Una vez
que se definieron las franjas en la placa de sflice se cortaron y se extrajeron con acetato
de etilo, en un rotovapor (Biichi) se elimind el exceso de disolvente, cada fnnja que se
extrajo colocdndose en un recipiente pequedio y limpio el cual se pesd previamente para -
saber cuanto se obtuvo de cada compuesto, por cromatografia en placa delgada (Alugram).

se verificé si se separaron y purificaron los productos, cada una de estas ftlccionu '

‘ fueron probadas con las bacterias. (Dnagrama de flujo 4)
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Diagrama de flujo 4. Obtencién de Fracciones g

Planta colectada

Planta maceuda con agus

—

Piquerol Aceite

‘.

diluir CH2C12

l

Aplicar‘ sobre la placa preparativa de gel de silica el aceite diluido

l

Marcaje de franjas observadas en rayos UV

obtencién de fracclones

S S S

Fl F2 F3 F4 F&' FS F6

8=

F,
°+— ;F: |aceite
8=
o




R e Ty s P M
e

Parle bioldgica

Determinacién del efecto de los compuestos obtenldos sobre los diferentes
microorganismos en estudio

La prueba que se utilizé para la determinacidn de la sensibilidad microbiana a los
compuestos obtenidos de la planta Pigueria trinervia fué 1a de difusién en discos. Una
cantidad determinada de cada uno de los microorganismos de prueba (108
microorganismos/ml) fué inoculado en cajas de petri con agar Iso-Sensites, previamente
esterilizado a 15 Ib de presion durante 15min. En este estudio se utilizaron discos de
papel filtro (Schleichez) con capacidad de absorber 10ul.(Diagrama de flujo S)

Los microorganismos utilizados para la prueba fueron: Candida albicans (Hospital .

. general, -aisiada de pacientes), Staphylococcus aureus Gram(+) (ATCC-6538),

Escherichia coli Gram(-) (O-126), Serratia marcensces Gram(-) (Hospital general,
aislada de pacientes) Salmonella typhi Gram(-) (TY-2), Pseudomonas aeruginosa Gram(-
)(101418), Streptococcus faecalis Gram(+) (TCC-8043),que fueron obtenidos del

‘Cepario de la Facultad de Qufiica.Pscudomonas fluorescens, Erwinia carolovora y

Xantomonas campestris varcampestris Gram(-), que fueron donadas por el Centro de
Fitopatologfa del Colegio de Posgraduados de Chapingo.Bacillus licheniformis Gram(+)
ATCC (14580) del Instituto de Ciencias del Mar Staphylococcus spp. Gram(+) aislada de
la planta (Dicflenbachia) Micrococcus spp. Gram(+) deStaphylococcus spp de

. (Anthurium), Pseudomonas spp Gram(-) de (Dieffenbachia) Corynebaccterium spp de

(Spathiphyllim), fueron aisladas en ¢l Laboratorio de Cultivo de Tejidos Vegetales de
plantas ornamentales que presentaban pmblemn de contaminacidn o vitrg. (Brunner et l!
1999). '

- El efecto mhubuono fué evaluado mediante la medxcndn de la zona de inhibicién. Las
‘concentraciones utilizadas de cada compuesto se encuentran en las tablas 2 y 3,
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- Diagrama de flujo 5 Pruebas microbioldgicas

Preparacién de medio de cultivo para bacterias

1

Vaciado de medio a cajas petri

Vaciado de microorganismos en el medio

Colocacién de discos absorbentes

Colocacién de muestras estudindas

R R

* Aceite Piquerol'A"  Tratamientos del piquerol Pracciosss

SR
| : ‘Mam

Incubacién a 350C por 18 hs.

1

Medicion de halos de inhiblcidn en mm

(@) halo de inhibicién
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Después de varias pruebas de los compuestos a diferentes concentraciones, se tomé la
decisidn de utilizar aquellas seilaladas en la tabla 2, para el caso del Aceite, piquerol y
sus derivados (acetilacidn y tratamiento 4cido) las concentraciones son constantes ya que
el piquerol y el aceite son productos que se obtienen en mayores cantidades los cuales
pueden pesarse y preparar lo deseado,

En el caso de las fracciones del aceite las concentraciones van’an en cada emwcldn

debido a que no se obtiene la misma cantidad de todas
Tabla 2. Concentracloies en ng/inl de los compuestos probados contra los dllmntu

pnubu son de capacidad de 1Qul.

24

R

~$El tratamicnta dcido cud formado por dos fraccioncs Y97 y SR las ousles s probaron por npub
8¢ tomaron 10l de cada concentrucion en mg/inl pars las prusbes bbll.hu por qus los dm uiilizados

microorganisinos.

Cowpurstos | Piyuerol Accite Disvelato 'rrmmiéuo “Fy | *F

deido
Bacterias
| Sabnenckl (phl 008 0.007 0123 1 0.2 011 1 006
[ Candida gBicans —0.08 0.007 0.1 0.l otl | oos

us 0.08 0.007 o.Tzz% . 3.1% 1 o1 | o06
[ {fscherichip coll .08 0007 o1 1 oI 1 oil 1 006 |
|___Servatia mercecons 0.08 ~9.007 D42 1 0129 A1 ) :
| Proydompngs goruyinose | 0.08 .00 0.1p 9.129. o4 1 008
| Sveptococeys foscoks 008 | 0007 } 012 0139 AT —'-!-ﬁ X

5ce 0.08 ‘L‘L 0J23 0128 o1 1 006 |
| Brwinia corotovors 008 o1 1 01 o4 1 00¢ |
| Tpntomongs camperiris | 0.08 22';7 012 Q1P ol 1 0%
L Racilhus Bchenlformis | 0.08 0.007 K-N7: N YT R 9. '

OCHS 38 0.08 0.007 (X}:] 0.3 o1l 0.9 :
| Micrococcus spp. 0.08 0,007 913 OJL oll_1 00 |
| Preudomonasspp | 008 0007 3 0123 Q4 1L O0ll 1 0% } .
I Y Y T Y X7 XTI T30

H
l' .



Tabla 3. Concentraciones en wg/ml de las fracciones probadas contra los diferentes

microorganisines . :
: teaeclons ] FL | F2 | 3 1 Ffe | Fa° | FS | Fs

Sabnynella typhi 0.21 0,03 0.06 0.09 0.92 0.20 0.20
Candida albicans 021 | 00 006 | 009 0.92 0.20 030 |
Staphylococeus gurens | 0.21 0.03 006 | 009 0.9 0.20 9.20
‘ Bscherichia coli 021 1 003 | oo6 | 009 | o9 ] o020 | 020
. Serratia marcecens 0.21 0.03 0.06 0.09 0.92 0.20 0.20
Pseudomanas acriginosy 0.21 0.03 0.06 0.09 0.92 0.20 0.20
Sireptococcus fuecalis 0.2 0.03 0.06 0.09 0.92 0.20 | O.E
Pseudomonas fluorescens | 0.105 | 0031 | 0.165 | 0038 | 005 | 0030 | 0.100
Brwinia carotovorg 0108 { 0.031 | 0.165 | 0.033 | 0.050 | 0030 | 0.100
Xuntomonas canpestris 0105 | 0031 | Ol6S | 0038 | 00350 | 0030 | 0.100
Bacillus Ucheniformis 0.146 0.0 0.10 0.136 | 0103 | 002 0.085
] Stuphylococuy ssp 0.146 0.08 0.10 0.1 0.103 0.02 0.
1 Micrecoccus spp 0.146 } 005 | o0 | 0136 | 0103 | 002 0.088
| Pseudvinongy spp 0. 146 0.08 0.10 0136 | 0103 0.02 | 0085
Corynobucteriumspp | 0.146 | 005 | o010 | 013 [ 0100 | o002 | o.0es ]

*Se lomaron 1Qul de cada concentracidn en mg/ml para las prusbas biokgices
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RESULTADOS y DISCUSION

De la planta Piquerin trinervia, la cual se usa en varias partes de la Repiiblica
Mexicana con fines medicinales, se obtuvo el metabolito secundario llamado piquerol
"A*, y de las aguas madres de cristalizacion se obtuvo un liquido viscoso que se
denominé "aceite” que es una mezcla compleja de componentes (Urzida 1995). (Fig2).

A=Accite do P.irinervia
P=Piquerol
l-‘l. 2, Cromatografia ¢n copa fina del aceite y del piquerol™A'

Se probd el efecto antimicrobiano del “aceite”, de los componentes de este, del piquerol
*A" y del piquerol transformado sobre los microorganismos patdgenos humanos y los
fitopatdgenos.

Se hicieron pruebas de sensibilidad de antibiticos comerciales. sobre las bacterias que
atacan al hombre, para tener un punto de comparacidn con los compuestos de P. trinervia
(tabla 5). La sensibilidad que es la susceptibilidad de un microorganismo dada a un
antibidtico constituye una técnica comin e importante en la mayorfa de los laboratorios.
Los resultados de estas pruebas sirven. para seleccionar los antibiéticos idéneos para una
terapia frente a los microorganismos (Koneman, {991).

Con el objeto de determinar si habfa una pérdida de acuwdad el aceite fué

- probado a intervalos de tiempo. Los resultados se muestran en la tablad, e indican que no

hubo una pérdida significativa de actividad durante 6 meses.
El aceite presenta actividad inhibitoria sobre todos los microorganismos patdgenos

" humanos (tablad) pero sus fracciones por separado pierden esta actividad en S de los
- “microorganismos probados, persistiendo esta unicamente sobre 2 de los microorganismos

(S.aureus y S,1yphi) (tabla 6),

Pruebas realizadas con aceites de diferentes plantas no encuentran actividsd para S.
aureus y E.coli, no siendo asf para P.aeruginosa la cual muestra inhibiciones slmllares a
las de P.rrincrvia. (Lopez 1992, Hammerschinidt 1993).

Haciendo una comparacion con antibidticos, el aceite tuvo inhibicién contra C.
albicans mientras que los antibidticos probados no tuvieron efecto alguno (tabla $) Urzia
1995, Darah 1995, Paz 1995, Marcal 1992, no encuentra actividad sobre C.albicans
(Dimayuga 1991, encuentra actividad en 13 extractos de plantas de 72 de 3$ diferentes
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familias. (Lopez 1992, Abd El Nabi 1992) obtienen actividades de 60 y 20mm
respectivamente para Calbicans, .

El aceite presentd actividad en todas las bacterias que se aislaron de plantas in_vitro y en
2 de las 3 bacterias fitopatogenas Pseudomonas fluorescens (Figd) y Xantomonas
campestris, la actividad que se presentd es mucho mayor para las bacterias que se
aislaron jg vitro que va de 17mm para Pseudomonas spp hasta 45Smm para Micrococcus
spp y Staphylococcus spp (Tabla 10 y 11), los antibidticos probados en el trabajo de
Brunner 1995 muestran inhibiciones que van de 11 hasta 19 min para las bacterias que se

aislaron in vitro. :

Tahlu 4 Actividad anlibacteriuna ded uceite de Pigueria trinervia
Extructos [ ur [ a3 [ ag [ ag I Piquernol | CHI CH20H

Microorgunisinos Zuna de inhibicién en mm ' K
Candidu albicany 18 15 17 15 13 0 0
Staphylocuccus aureus 19 [t} 18 10 13 ) 0
ﬂcherlvhlu coll [ N ET 15 | 12 16 0
- Serratie marscevens 10 § 10 9 15 §F 12 13 0
Salrmonells Ivelll 9 14 11 11 10 16 0
Pseudomonas uerushw.m 9 13 1] 1] 7 1] 0
Strepiocovcus fuecalis 14 ] 15 10 | 14 0 0

#Concentravion expresadu en g/l 0Zoua Je inhibicion medida de 18-24 Hrs
a= aceite probudas en difkrentes fechas aplicando 10 ul concentrado.

8j=| Fcb 94, 2=7 Abril 94, a3 =14 Abril 94, ag=18 Mayo 94, as = Julio 94
CH3CH20H =solvente von el que se disolvis e piquerol.

Tubla § Resultudos del mnihio“rmnu con bucteriug
‘ Antibidticos - Bri Line
Microorgunismos
Candida alblcuny

Slggh!lomci'u.v dureos
_Eln'héﬂdllil ol :

Serratia marcescens
Salmonellu tvphi

Psewdomonas deruginosy
Streptoceceus fiecalis
Zona de inhibividn ¢n i Concentracion de los untibidticos Erim ERITROMICINA®1Smeg,Linc = LINCOMICINA
*2meg, K=KANAMICINA *30mcy E=ESTREPTOMICINA
*15meg,NA=AC.NALIDIXICO*30mcg,C=CLORANFENICOL *30mcg. '
En euta ublu se resaltaron fos vakores iwas altos e halos de inhibicicn de los antibisticos usadus, que 18 compararon
con los valures de fos compuestos de ts planta P.trinervia

t‘.oooolgo
Kfelojefeljiie

[
-~
(-}
(-
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Figd Pluu dc nuuqmlnhd.u! onla sunl " obwrvu los halos de mhsbmdn que tiene el mu' lobn Psendomonas
S jluarc.u vy

Para realizar la SepdraClén de los componemes qu(mncos del acene se uso la
cromatograffa eh capa fina preparauva se obtuvieron . - ‘

‘o

7 fracciones Fi, F2, F3, Fa, F4'. Fs va.6 De ias cuales las fracciones F), F2, Fs, y
Fg estdn formadas por un solo compuesto, mientras . que F3, F4, F4’contienen 2

- compuestos cada una con Rfs muy similares que no permmeron su separacion. (Fig 4)

| | o= | aceite |
ninum*_Q

Pig  Aceite

°TT‘IiTﬁ |
\

Fig 4. Fraccioncs n las que se dividio of acvite iimando comu eeferencia el piguerol™A*



La fraccién F! resulté ser muy activa sobre S. riphy, (Fig6). Se han realizado pruebas
con extractos de diferentes plantas sobre bacterias de Salmonella typhi siendo su mayor
inhibicién de 12mm.(Shni et al 1995). E! fracaso de las terapias contra S.¢yphi se debe a
que cada vez se increcemta el ndmero de bacterias resistentes a los antibidticos por lo que

_una alternativa es localizar nuevos antibidticos con productos naturales (Anderson and

Smith1972, Goldsrein et al 1986, Eykyn and Williams 1987) La fraccion F1 se encuentra
en estudio ya que su estructura quimica todavfa no ha sido plenamente identificada. Esta
fraccion puede ser comparable con alguno de los antibléticos que se utilizan para
combatir- esta enfermedad como kanamicina y cloranfenicol los cuales tienen un halo de
inhibicion semejante al de la fraccién F1. Tomando en cuenta que de estos antibiéticos se
utilizan cantidades mucho mds pequeiias (ver tablaS) que las uulmdas con los
compucstos de P trinervia,

As{ mismo hasta el momento no ha sido posible asignarle a todos los compues!os su
férmula estructural, por lo que se sigue trabajando con ellos (Fig 10).

En latabla 6 todas las fracciones obtenidas del "aceite” presentan actividad sobre
S.aureus (Fig8). Se han encontrado muchas plantas con actividad annbactemna sobre §.
aureus teniendo actividades que van de 8 a 14mm de 113 extractos de plantas (Grosvenor
1995, Alonso 1995, Rojas 1992), En otras pruebas con la planta A.nilorica nilotica
presentd una actividad de 25 mm de didmetro sobre S gureus, (Osman 1992). De Ia
misma tabla 6 las fracciones (F| y F6) tienen actividad sobre S.syphi (Figé) y la fraccidn
F6 sobre Candida albicans.. Comparando los resultados de los antibiéticos probados con
las fracciones que inhiben a S aureus, se puede decir que son comparables para 3
fracciones F3, F4, F4°. Para la fraccién F1 que inhibe a S. shipy los antibidticos

iprobados son comparables con esta fraccién, quedando comprobado que Ia gente que

utiliza esta planta en los diferentes estados de la Republica Mexicana 1a usa correctamente:

~para_combatir el reumatismo, la tifo que son causadas por S.aureus y S thiphy.

(Gonzalez, 1890).
De una gran variedad de bacterias las mas usadas para mbajos de pmebu de

susceptibilidad por su importancia médica ya que son los microorganismos que se
~ encuentran con mds frecuencia en el humano provocando diferentes enfermedades y los

cuales se vuelven cada vez mds resistentes a los antibidticos sintéticos son S.aureus,
E.coli P. acruginosa C. albicans, S. faecalis, S. typhi. (Deeni et al 1991, Dimayuga
1991, Caceres, 1991, Pomilio et al 1992, Rojas et al 1992, Grosvenor et al 199S, Urzia
et al 1995, Youvryj et al 1995, Paz et al 1995). Nuestros resultados muestran (tabla6) la

potenciavilidad de los derivados de la P. trinervia sobre 3 de estas bacterias (S.aurens,
C.albicans,S. ryphi )
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Tubla 6 Actividud untibuctecinua de lns frucelunes del uceite de Pigueria trinervia '
Fraceiones FIl] PRl P FaQFe- | Fs | Fe

[
CHACh
" . ~ S—— o

Microorganismos Zona Je inhibicidn en.min
Candida albicans o] o 0 0 0 0 20 0
Slu[)hvlucuccu.s' aurens 10 10 18 171 2 18 1 0
Escherichia coli 0 0 0 0 0 0 0 0
Serratia murcesces 0 0 0 0 0 0 0 0
Salmoncella tvphi 26 0 0 0 0 0 12 0
PR
Pseudomaonus veruginosae 0 J 0 0 0 0 0 0 0
Streprococeus fivealis 0 0 0 0 0 0 0 0

Zona de inhibicidn wiedida do 18-24 Hrs,

F=Fracciones F=1,Fa=2, Fy= lonnada por 2y3, Feformada por Jyd, Fy' mformads por 4 y5, Fs=S, Fg™6.

C=blanco

Fig 5. Placa de suseeplibilidad donde se ubssrvan los halos de inhibividn de las fm'cion.- del "'accite’’ subre .

aureas., donde ¢l disco que 1o presemtd inhibicion fud el teatigo.
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* Fig 6 Placu de susceptibilidad dunde se observa una clara inhibicién de ln fraceién F | lubu Salalolclla typhi, la cual
- sepreseita el disco No$ i

En la tabla 7 se puede observar que las fracciones del aceite F1, F3, F4, F4* y F¢ ticnen
efecto inhibitorio unicamente sobre Ps. fluorescens, siendo mds efectiva la fraccién Fl,
formada por un solo compuesto (Brunner 1995), hace prucbas con antibidticos sobre
Psewdomonas obteniendo una inhibicién de tetracilina de 19mm menor que la que se
muestra con la fraccidn F), Debido a que las fracciones F4 (4 +3) y F4°(4+5) inhiben a

Ps. fluorescens, mientras que las fracciones F3(3) y Fs(5) no nenen este efecto, se puede
concluir que el compucsto 4 es el principio activo,

Frucciones .
: CHaCly
Microorganisnius )  Zumade m_hlnbbién e min
Pseudomonas fluorescens 24 0 0 1 1 0 12 0
Erwinia carotoviry 10 0 0 0 0 0 0 0
Xantonnay campestrisvary 0 0 0 0 0 0 0 0
cumpestris

Zonas de inhibicidn wedidas de 18-24 hes, Conventracion expresada cn nlglml
F=fracciones

En la tabla 8 sc¢ puede observar que todas las fracciones del “aceite” muestran efecto

inhibitorio sobre Bacillus liqueniformis siendo el mayor efecto el de 1a fraccién F4. Las

fracciones Fy, F4 y F4- inhiben a Staphylococcus spp weniendo una mayor actividad la

F6 la cual es comparable con las actividades que muestran los antibidticos probados por

(Brunner et a| 1995). Las fracciones F|» F2, F4, F4'y Fs inhiben a Micrococcus spp
3
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siendo la mayor inhibicién de la F4 que es mayor que las inhibiciones de los antibidticos
Tetracilina, Ampicilina Cefalotoxina, Cloranfenicol, Gentamicina, Acido nalidixico y
Kanamicina (Brunner1995), Las fracciones F| y F4 son activas sobre Pseudomonas, y la
F4 sobre Corynebacterium spp. Los resultados obtenidos para B. licheniformis, muestran
que el compuesto 4 presente tanto en la fraccién F4 como en la F4*, aumenta la actividad
de las fracciones F3 (compuesto 3), y de la F§ (compuestoS). La actividad de las
fracciones F4 y F4° sobre Staphylococcus spp es muy similar, concluyendo de estos
resultados, que el efecto inhibitorio se debe al compuesto 4, presente en ambas
fracciones, ya que si consideramos que F4 estd formado por los compuestos 3y 4 y la
fraccién 3 por el compuesto 2 y 3 el cual, no tiene efecto sobre Staphylococcus spp.
obviamente éste se deba al compuesto 4.
De la misma manera se puede interpretar el efecto de la fraccién F4° formada por los
compuestos 4 y S y la FS formada por el compuesto #5, esta dltima no presenta efecto
inhibitorio por lo que se concluye que el efecto se encuentra en el compuesto 4,

Tabla § Actividad sutiuicrobiaus de las fraccloues del aceite de P.irinervia contra bucterias slsludes do plantas

meutales.
| Frucciones FiJFal P3| Fe]Fe] Ps | F6 Comrol
CHACly

Microorgunisimos Zona de inhibicidn en mm

Bacillus linchenifornis [ ] [ [ 17 12 9 T 0
12 0 0 17 16 0 20 0
15 13 0 25 [}] 17 20 )
Pseudomonas 8. 9 0 0.5 10 0 0 [ 0
Corynobucterium spp, 0 0 '] 9 0 0 0

Zona de inhibicidn mcdidas de 24-48hry, F = fracciones

De las pruebas de actividad antimicrobiana del piquerol *A® se obtuvieron los
siguientes resultados: de las 7 especies de bacterias patdgenas estudiadas se presentd
actividad solamente sobre E. coli, S.marcescens ,S typhi y P.aeruginosa. siendo los -
resultados muy similares en los cuatro casos (tabla 3) Gonzdlez de la Parra(1984) realizd
pruebas con el piquerol A sobre E.coli, S.aureus C.albicans en la cual no encontrd
actividad debido probableniente las a que concentraciones que utilizé no eran las
correctas, : ‘ '

De las bacterias fitopatégenas solamente P fluorescens fué inhibida por el piquerol
A" y puede ser comparado con el cloramfenicol que tiene una actividad de 15 a 16mm
(Brunner1995), mientras que no se presentd actividad sobre las bacterias aisladas
plantas.(tabla 10 y 11) :

~El piquerol "A” es activo sobre bacterias gram(-) y no presenta efecto sobre
bacterias gram(+) y eucariontes (Candida albicans). .
Del tratamiento del piquerol *A* en medio dcido se obtuvo una mezcla de tres

' compuestos. De esta mezcla se hizo una separacion por ctomatografia en capa fina

preparativa, quedando dos fracciones F7 y Fg siendo la fraccién F7 con un Rf=0.86

formado por un solo compuesto y la F§ formada por 2 compuestos con un Rf=0.56 y
Rf=043. (Fig 7y 8). ’ '
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ratamiento acido
piguert } Q
T A=tratamiento acido

Fig 7 Trutamivnto deido dividido ¢n 2 fracciones Fg yFy

Fig$ Cronmlugml'ﬁ < cups (Ul do los tradainivnios el piquerol *A"
L-P=Piquerul 2.-Ac20=Acutilaiion 3.- tratsmienio eido

El diacetato de piguerol fué efectivo sobre los microorganismos patdgenos con

- excepcion de-S. fuecalis, siendo mayor la inhibicidn para P.aeruginosa (Tabla 9) no
- siendo comparables con los antibidticos probados (tabla S) sobre las bactenas aisladas de
“plantas y las fitopatdgenas no tuvo actividad (tabla 10 y 11)

- El conjunto de las fracciones. F7 y F8 = tratamiento dcido tuvieron unvidad

: sobre todas las bacterias patdgenas excepto para S. faecalis, siendo mayor esta sobre

E.coli. Las fracciones dei tratamiento dcido por separado F7 {uvo actividad sobre C.

albicans ,S.aureus y S, typhi, mientras que la fraccién Fg dnicamente inhibié a E.coll y

S. typhi (uabla 9) siecndo comparable con la kanamicina que fué et antibidtico con menor
inhibicidn.(tabla$)
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Tubla 9 Aetividad amihaeteriani del Piguerol translornado
Tratwnientos del piguerol Discetato de | Tratamicplo § F7 | F8 Ca
CH1Clh
Microorgunismos Zona de inhibicidn en n
Cundidu albicins 9 10 15 0 0
Stuyhvlvcoceus aureus 9 10 13 0 0
Escherichio coli ] 15 0 10 0
Servatic Marseeceny ] 10 0 0 0 .
Sulmaonelly tvphi 9 1} 16 § IS 0
Pseudvmonas ufru‘hm.m 15 10 -0 0 0
Streprococeus fuecnlls 0 ) 0 0 0 0

‘ \Zona de inhibicicn nedida de 18-24Hrs. Fg=Ri=0.86 F7=R[= 0.56, R(=0.43 CHICI2 = blanco

Considerando que la fraccién Fg no presentd actividad sobre C.albicans, §.
aureus y S. murscencens se podrfa concluir que el principio activo que inhibe a estos
microorganisinos estd en la fraccién F7, mientras que el principio activo que inhibe a E.
coli esid en 1a fraccién Fg, ya que la fraccién F7 no muestra dicha actividad.

Los resultados muestran que las fracciones F7 y F8 por separado, no tienen

actividad sobre P. aeruginusa, pero la mezcla de ellos si, lo que podria sugerir un efecto
sinérgico entre los 3 compuestos, que forman estas fracciones.
Respecto a las bacterias fitopatgenas, los resultados muestran que las fracciones
F7+F8= tratamiento 4cido de! piquerol son efectivas sobre Xanthomonas campestris
var. campestris Gnicamente. Y las fracciones por separado fraccién F7 es efectiva sobre
Pseudomonas fluorescens y la Fg sobre Pseudomonas y Xanthomonas campesiris var
campestris. El efecto inhibitorio sobre X. campestris var campestris se debe a 1a fraccion
Fg, ya que F7 no presenta tal efecto, Debido a que F7 y Fg cada una por separado
presenta actividad sobre Pscudomnonas fluorescens y la mezcla de ellos no, se podria
pensar en un efecto antagdnico entre ellos (tabla 10). . .

Tublad0 Actividud aotibscterinna del "uceite", del plyuerol®A* y del plguerol transformudo contra de bucterias

M«nm
Exivuclos Acvile Piquerol  §Tratymicn | F7 | Fg | diavctao ds | Control Conlyol
i to Acido | piguerol  JCH3ICH)O | CHCly
: Lotal
Microurpanisimug Zona de Inhibicidn en min

Psesdomonus 27 IS 0 12q1is 0 0 0
. ﬂurm:eu.v

Erwinia carolovora 0 0 0 ofol 0 0 [
KXantunonas camprestris 16 0 i of10 0 o J o
var campesitis .

Zona du inhibicion medida de 18-24hrs.  Concentruion expresada en ing/inl
F7y F8=fracchmes del teatamicil deido

La mezcla de las fracciones F7 y Fg=tratamiento dcido presentan efecto sobre todas las
bacterias aisladas de plantas, con excepcion de Micrococcus. spp.

Debido a que Ia fraccion Fg no tiene actividad sobre ninguna de estas bacterias, se puede
concluir que ¢l efecto antibacteriano se encuentra en la fraccion F7 (tabla 11).
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Tubls 15 Actividud antibacteriunu de los extractos de Plgueria trinervia contes bactering

FW Acic ] Piquerl | Discetato | Tratamicaio deido] F7 ] Fg | Contro)
. de piguerol Jutal CHACly
Microurganisimos Zona de inhibicidn en min i

3t 0 0 1] 1 0 0

43 0 0 13 2000 0

43 0 0 0 2-0 0 0

17 0 0 Nt $ 1 0 0
i ‘ Corysobacterium spp. 2 0 0 12 104 0 0
i o Zona de inhibicidn medidas de 24 -48hrs, *F7 yoF8 = frucciones de) tralumionto doido
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Identificacion quiica de los productos activos

El espeetro de RMN del piguerol "A"(ligh1) muestra las siguientes sefiales, una
sedal multiple, centradi en 5.97(2H, protones vinflicos), 2 sefiales miltiples en 5,10 y
5.38 (2H, cada una, dos metilenos terminates) una sedal simple, ancha 4.62 y otra triple
en'4.39 (2 grupos -CH-0H-) una seial doble en 3 (1H, protén alflicu), una sefial simple,
ligeramente ensanchadit en 1,79 (3H. metilo vinflico) que resultan idénticos a las de una
muestra original, Estructura, (Ib) (Figl)

El espectro de RMN de la fraccion F6 (Fig 12) la cual es un aceite de color

~ amarillo, obtenido por cromatografia preparativa en capa tina mostré en 7,27 una seilal

miltiple debido a protones aromticos, En 5.21 (1H) y 4.98 (1H) dos sefales miiltiples
con acoplamiento, debido al metileno del isopropenilo. A 4.68 una seiial simple (2H) que
s¢ asignd.a un metileno del tipo (Ar-CH2-OH) y a 2.03 (3H) una seilal simple que -
corresponde al metilo vinilico y por sus datos se le asigné la estructura X (Fig 9) .Las
mismas caracterfsticas presentd la fraccion que se denomind F6 del tralamiento dcido del
piquerol A, Como anteriormente Chavarin “Rivera llegé a este producto pudimos
confirmar la estructura para la llamada fraccion F6 y FJ .

Otra delas fracciones del aceite a la que se le determinaron sus datos

- espectroscopicos fué la fraccion 4, un aceite de olor caracteristico y color ligeramente

amarillo, .formada por 2 compuestos bdsicamente, compuesto C3 VIIb y compuesto C4

- X1y cuyos espectros de RMN (Fig 13 y 14 respectivamente) presenta las-siguientes -
- seflales a 10,57 (§,1H), 6 (d,1H), 5.7(n,1H), 3.87(m, IH), 2.3 (m, 3H), 2.2(m,

3H).10.25(s. 1H), 6.25(dd,1H), 4.42 (d, 1H), 1.24 (m 3H), 1.30 (m 2H), .

. Después se separaron los dus compuesto$ lo cual nos permitié proponer las estructuras

Vb (figl) y XI (ﬂg 9) para los compuestos de la fraccién 4, haciendo un andlisis de los
datos obtenidos y compardndolos con los datos de HRMN descritos para estos

. compuestos s¢ pudo confirmar que la fraccién 4 que estaba formada por. los compuestos

VIIIb (figh) y- XL (I‘ig 9)

H CH=0
OH . .
: Xl . o o X

Figura 9
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CONCLUSIONES

De la extraccion acuosa de lu planta Piqueria trinervia  se abtuvo el metabolito
secundario piquero! "A" y de las aguas madres de cristalizacién un-"aceite”, a los cuales
se les probd su accidn antimicrobiung,

De la separacién del ''aceite’* por cromatograffa se obtuvieron 7 fracciones F|
,F2, F3, F4, F4',F5 ,Fp, De la ucetilacion del piquerol "A" se obtuvo el diacetato de
piquerol y del tratamiento en medio dcido del piquerol "A” se obtuvo una mezcla
- dividiéndose en F7y Fg,

El accite presentd actividad sobre todas las bactenas en estudio patdgenas
fitopatégenas y las aisladas de plantas jn vitro. :

El aceite no perdié su actividad por lo menos en 6 meses sobre los
microorganismos estudiados.

El accite presentd actividad sobre todos -los microorganismos,” inhibe tanto a
gram(+), como a gram(-), y ¢s activo sobre eucariontes y procarionies.

El aceite tiene actividad sobre C, albicans en contraste con muchos antibidticos y -
extractos de otras plantas que se han probado conu'a este mncroorgamsmo los que no
presentan actividad, :

El aceite mostré acuvnd.\d sobre Ps ﬂuore.\u'ns y Xamhomonas campmrls. Sin
embargo cuando éste tué fragmentado pierde su actividad para Xamhonwnas campeslris
y la mantiene para Ps. fluorescens, .

La fraccion F1 es activa sobre S, fyphi y comparable con los antnbu’mcos kanamlcm y
cloranfenicol, También fué activacontra
-S.aureus., presentd una fuerte inhibicion contra Pﬂuore.\u'm y. sobre todas las bacterial
que se aislaron de plantas jn vitrg con exepcién de. Cmynobauenum pp.
La fraccion F2 no muestra una actividad significativa .
La fraccion F3 'muestra actividad sobre S. aureus no siendo comparable con el antibidtico
mds fuerte que es la eritromicina pero si con la kanamicina que tienen halos de inhibicién
semejantes

La traccion F4 mlublé a todas las bacterias aisladas de plamas ademds Ps.

fluorescens y u S. aureus,
La fraccion F4* inhibe 3 de las bacterias in_vitro con excepcion dc Psmlomonas PPy
Corynebacterivin spp también inhibe a S aureus y S . fluorescens
La fraccién Fs inhibe a S, wureos , B. lincheniformis y Micrococcuss spp
La fraccion Fg inhibe a todas las bacterias que se aislaron de plantas in_vitro, A una dc
las fitopatdgenas S, fluorescens  y 3 dc las patdgenas para el humano C.albicans,
S.aureus 'y S .typhi -

EI piguerol *A" es activo wbrc bacterias gram(-) y no presentd actividad para’
bacterias gram(+) y eucariontes (C.alhicuns),

E! piquerol A" mostré actividad sobre Psfluarescens, E.coli S.marscecens,
S. t)plu y ¥ Ps.aeruginosa no teniendo actividad para bacterias jn vitro

E! tratamiento dcido del piquerol A (F7 + Fg) presents ctividad sobre lodos los
microorganismos aislados de plantas excepto para Micrococcus , sobre todas las
patdgenas con excepeion de S, fiecalis, par.l las fitopatégenas solo tiene inhibicion sobre
X. campestriy. '

De las 2 fracciones obtenidas de! tratamiento dcido del piquerol A (F7 y Fg), la
fraccion F7 persistié su actividad p.u.\ C.albicans, §. aurms. S.vphi . Ps fluorescens y
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para las bacterias aisladas de plantus in yitro presentd actividad sobre todas las bacterias.
La fraccion Fg persistié su actividad pura E.coli y S. Typhi X. campestris, P. fluorescens.
El diacetato de piquerol "A" presentd actividad sobre todas las bacterlas patdgenas
excepto para S fuecalis.,
Los estudios realizados por cspectroscopia de RMN y EM comprobaron que las
fracciones F7 del tratamiento dcido del piquerol "A" y la fraccidn Fg del “"aceite” son
idénticos adenrds de tener la misma uctividad inhibitoria, ‘
‘Los CONpUEStos que Mostraron actividad sobre una gran variedad de
microorganisimos fueron los de las fracciones F¢,Fg y Fy,

Se logré identificar quimicamente los com ueslos activos de la ftaccidn F6 X F4

Ls son log compuestos C3 VIl (figh) y C4 X1.
mejores resultados de los compuestos de la quucrla trinervia contra los antibidticos
se muestran en la (tabla 12).

Se puede observar que los antibiticos utilizados en este mbnjo sobre Calblcam
no mostraron actividad, mientras que la fraccidn F6 si tiene actividad. Los antibidticos
que se usan comercialmente sobre’ este microorganismo presentan halos de inhibicidn -
menores ¢ iguales a los de la fraccién F6 (Sulfametoxazol-trimetoprim con inhibiciones
de 10 a 16 mm y Tetraciclinade 14 a 19 mm)

‘ La fraccion Fl es comparable con alguno de los antibidticos (Kanamicina y
cloranfenicol) que se utilizan para combatir Ia enfermedad producida por esta bacteria
S.thipy ya que presenta halos de inhibicidn semejantes que los antibidticos.

El aceite como tal, sus fracciones en el cual se divide el aceite, pueden ser una
alternativa natural para el control de contaminaciones bacterianas de cultivo de tejidos.
vegetales in vilrg y para bacterias filopatdgenas ya que el aceite presenta halos de
inhibicién mayores que los antibidticos reportados en el trabajo de (Brunner 1995) los
cuales se probaron sobre las bacterias que afslo de plantas cultivadas ip yitrg,

38
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Tubla 12 Compurucion de lus mejores valores de inhibicidn () Mvudﬂl en los enmpm dols

Piguenria trinervia comtra los untibidtivos
1 %

Micmornanismuu Zuna de inhibicioa ea mm -
C.albicans 18 F6’ 120! 0 0

S. aureuy 19 F4' 430) 0 Eri 120'
E.culi i3 0 16 NA (25)
S.murcensces 13 - 0 4LJ K’”EI

1. !Ml 14 1 @ 16 K‘ I

ﬁ&wmli: : 1S ] 0 Erni ‘ZZ]
P, am"lnam 13 0 IS 0

P fuorescens 27 Fi24) J3 0

E . carotowrd 0 0 0 C‘lll
X compestris 16 0 0’ 0

8. Ilm'heni‘bnul.v K]} FeU?n 0 0
Staphylocuccuy 43 F6°(20 0 Ce (23
Micrococeus j FC‘ZSI 0 Ce (23
Preudomoriny 17 F4 (I.O) 0 C(I18)
&no&mm’um 2_3[ Fdi (9) 0 A ‘I‘I

Zonu de inhibicidn en mun  Concentrucion en mg/od

Eri=critromucing, NA=acido nalidfxico, K=kunumicins, C=cloranfeaicol
Ce=cefotuxiing, A=gmpicilina
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