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RESUMEN

La planta Alfernanthera caracasana (tianguis) ha sido utilizada desde antes de la
conquista como una planta medicinal, desde el siglo XVI fue empleada para curar heridas,
Ulceras de la boca, diarreas de probable origen infeccioso; sin embargo no se disponia de
un analisis fitoquimico y farmacolégico de esta especie, por ello en este trabajo se realizd
la evaluacion de la actividad antimicrobiana de esta planta, asi como la elucidacion de la
estructura quimica del compuesto responsable de esta actividad.

Se obtuvieron 5 extractos (hexanos, cloroformo, acetato de etilo, acetona y metanol)
de 7 Kg de planta seca que fue colectada durante los meses de julic-agosto (1996-1997)
en la ENEP lztacala. Utilizando el método de difusidn de Kirby-Bauer se evalud la
actividad antimicrobiana de los extractos de tianguis sobre 14 cepas de bacterias y una de
hongos, se determind que los extractos de acetato de etilo, acetona y metanol fueron
activos sobre 5 cepas de bacterias (Vibrio cholerae No-01, Staphylococcus aureus, S.
epidermidis, Bacillus subftilis y Sarcina lutea). Se obtuvo la CMI y la CBM de cada extracto
sobre cada cepa bacteriana. El extracto de acetato de efilo presenté la mayor actividad, ya
que usando sensidiscos con una concentracion de 2 mg/sensidisco, los halos de inhibicién
que se obtuvieron fueron para S. aureus y S. epidermidis 13.67 mm, B. subtifis 9.0 mm, S.
futea 11.0 mm y para V. cholerae No-01 de 8.0 mm. Este extracto se fraccioné utilizando
cromatografias en columna, en placa fina y en placa preparativa, con lo cual se purifico el
compuesto activo mayoritario que tuvo un rendimiento de 12.4 mg. Mediante estudios
espectroscopicos de UV, RMN'H, RMN'3C y espectrometria de masas, se elucidd la
estructura quimica la cual correspondi6 a la 7-metoxi-cumarina. Finalmente se obtuvo la
CMI y la CBM para cada cepa con el compuesto activo, obteniendo para S. aureus y V.
cholerae No-01 una CMI de 0.5 mg/ml, para S. lufea, S. epidermidis y B. subtilis una CMi
de 0.75 mg/mi y para todos los tipos bacterianos antes mencionados la CBM estuvo por
arriba de 1.0 mg/mi.



INTRODUCCION.

Los seres humanos siempre han dependido de las plantas para su alimentacion vy
muchas otras necesidades, es posible que el hombre se haya llevado a la boca la mayoria
de las plantas. Muchas eran inocuas, otras le enfermaban o mataban. Sin embargo,
algunas de ellas aiiviaban sintomas de indisposicion y enfermedad, y unas pocas, por
medio de alucinaciones, provocaban cambios en el comportamiento. Las plantas de estas

dos Gltimas categorias se convirtieron en sus medicamentos.

Poco a poco el empleo de plantas curativas quedo vinculado a ia supersticidn y ia
magia. A menudo cuanto mas nauseabunda era la droga, mas eficaz se consideraba. No
es una coincidencia que las primeras plantas medicinales fueran drogas de accién directa
es decir, eméticos, purgantes (Argueta, 1994).

Las sociedades primitivas creian en la curacion por analogia. Una resina roja, por
eiempilo, significaba que la planta era buena para la sangre.

Donde quiera que se consulten documentos historicos - de Babilonia, Egipto, Inaia, China,
Grecia, Roma -, las fuentes mas antiguas contienen referencias numerosas a las plantas
medicinales. Quiza los primeros documentos detailados y tangibles son los del Codigo de
Hammurabi, rey de Babilonia (1728 a 1686 A.C). La farmacia mesopotamica era
igualmente dependiente de las drogas vegetales, especificando unas 250 especies. En
Egipto, el templo de Kamnak tiene tallas de plantas medicinales llevadas desde Siria en
1500 a.C (Gallardo, 1983).

Entre los antiguos griegos, cuatro hombres contribuyeron de forma especial a la
medicina botanica. Hipécrates, a fines del siglo V y principios del siglo IV a.C., menciond
una lista de 300 a 400 plantas medicinales. Hipdcrates es notable, casi de un modo anico,
en no asociar la demonologia a las propiedades curativas de las plantas. Aristételes (384-

322 a.C.) asigno a cada planta las propiedades y virtudes entonces conocidas. Teofrasto



(372-287 a.C.), fundamentalmente botanico, describi6 muchas plantas griegas y
extranjeras describiendo su uso. Su tratado “Historia de [as plantas” tuvo una fundamental
influencia en el desarrollo de la botanica y la medicina durante casi veinte siglos. Sin
embargo, el escritor medico-botanico mas influyente fue Dioscérides (primer siglo d.C.)
cuya obra “De Materia Médica” no solo sienta las bases para los grandes herbarios
europeos de la Edad Media, sino que se convirtié en el prototipo de nuestras grandes
farmacopeas. La influencia de Dioscérides es abrumadora: hasta el Renacimiento, fue la
autoridad infalible tanto en medicina como en botanica. Gran parte del conocimiento
europeo de plantas surge directamente de los escritos de Dioscoérides.

Los conceptos modernos de las plantas curativas empezaron en Europa con la
aparicion de herbarios en el siglo XVI.

En el Continente Americano, una serie de refugios en Coahuila, México, con unos
8000 afios de ocupacion, han proporcionado material del cacto peyote, mezcal y semillas
de castafio mexicano (Ugnadia speciosa). Todo ello puede haber sido usado
medicinalmente por los habitantes primitivos, ya que se sabe que todos estos vegetales
poseen principios activos.Un nimero de plantas medicinales, la mayoria de ellas con
historia de uso legendario entre los indios son originarias de Norteamérica (Lozoya, 1988).

En el “Manuscrito Badiano” de 1552, se describen los valores medicinales de casi
200 especies; un aspecto interesante de esa obra es que su autor era el indio mexicano
Martin de la Cruz, médico azteca. En 1865, un médico espariol, Juan Bautista Monardes,
escribid un extenso libro sobre drogas vegetales mexicanas, basado parcialmente en su
experimentacioén con pacientes. El rey de Espafia envid a su propic médico, el doctor
Francisco Hernandez, a estudiar las drogas vegetales aztecas: el resultado fue una obra
enciclopédica sobre la historia natural de la “Nueva Espafia”, en la cual se estudiaban
unas 1200 plantas curativas, algunas con gran detalle, y muchas de ellas ilustradas con tai
minuciosidad que raramente se puede poner en duda su identificacion (Gallardo, 1983},



Fue en México donde el uso de las “supermedicinas” de las plantas psicoactivas - los
alucinégenos- se desarrolid a un nivel extraordinario en los rituales médicos y magico-
religiosos (Thomson, 1980).

En México, la medicina tradicional ocupa un importante lugar en la realidad médica
del pais. Mientras la medicina alépata cubre el 40% de los servicios de saiud, cerca de 20
millones de habitantes recurren a las plantas medicinales o a otros recursos de la
medicina tradicional para poder curarse. Gran parte de la medicina tradicional mexicana es
aun rescatable y puede ser un importante campo para implementar nuevos planes de
salud, que combinen el conocimiento popular con el conocimiento cientifico (Tascon,
1997).

En la actualidad La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) estima que alrededor
del 80% de los habitantes del planeta recurren principalmente a remedios tradicionales.
Esta afirmacién se habia hecho ya en los afios sesenta. En aquella época, la OMS sugeria
que esta tendencia podria invertirse en el afio 2000 a fin de que, para entonces, el ochenta
por ciento de la poblacién pudiera tener acceso a las atenciones primarias de la salud en
los dispensarios, y que sélo la quinta parte de la poblacion fuera tratada con la medicina
tradicional. Pero, muy pronto, la OMS tuvo que percatarse de que este objetivo no era
realista, por lo que la estrategia tuvo que cambiarse y, a partir de 1977, lo que se ha
promulgado es una persuasién a la integracion de las medicinas tradicionales en los
programas de saiud. La OMS recomienda a los paises en vias de desarrollo que, por una
parte, incidan en programas centrados en la identificacion, la preparacion, el cultivo y la
conservacion de las plantas medicinales utilizadas por la medicina tradicional, y, por otra
parte, que mediante transferencia de tecnologia, evalten la calidad y eficacia de estas

medicinas con la ayuda de técnicas modernas (Fleurentin, 1981).

La fitoquimica se ha desarrollado como una disciplina independiente, que relaciona
la quimica organica de los productos naturales y la bioguimica de la planta. Se interesa
por la enorme variedad de sustancias organicas que son elaboradas y almacenadas por



las plantas, la estructura quimica de esos compuestos, su biosintesis, metabolismo, su
distribucién natural y su funcién biolégica (Harbone, 1973).

Durante los Uitimos diez afios ha surgido en el sector publico y privado una bisqueda e
interés impresionante sobre el descubrimiento de productos naturales, esto posiblemente
se debe al desarrolio de la ciencia, a la real amenaza de la desaparicion de la
biodiversidad, persistencia de viejas enfermedades y al surgimiento de nuevas
enfermedades, a los precedentes historicos para los productos naturales como fuentes de
medicinas dtiles (Boyd, 1996).

La medicina tradicional es una fuente importante de compuestos nuevos
potencialmente usados para el desarrollo de agentes quimioterapéuticos (Paz, 1995). La
medicina herbolaria se ha desarrollado en diferentes paises, no sélo para rescatar las
tradiciones ancestrales, sino como una solucion alterna a grandes problemas (Martinez,
1996).

El uso de compuestos antimicrobianos de origen vegetal podria tener una gran
impacto en’'la preservacion de comida almacenada y en el control de enfermedades de

origen microbiano (Verastegui, et al. 1996).

Con lo antes expuesto queda claro que existe una gran aplicaciéon de la medicina
tradicional, por lo cual surge la necesidad de comprobar dicha informacion, de tal manera
que en este trabajo se evalué la actividad antibacteriana de la planta Alternanthera
caracasana (tianguis), ya que esta planta se reporta como un excelente remedio para el

tratamiento de diarreas de probable origen infeccioso.



ANTIBIOTICOS

En la actualidad los antibidticos se han definido como compuestos quimicos
derivados de organismos vivos o producidos por ellos, que son capaces, a pequefias
concentraciones, de inhibir los procesos vitales de los microorganismos, pero el concepto
de que sustancias derivadas de un microorganismo vivo pueden matar a otro (antibiosis)
es casi tan antiguo como la misma ciencia microbiolégica. Mas adn, la aplicacién de ia
terapéutica antibibtica, sin saber que era tal, es mucho més antigua. Los chinos ya
conocian desde hace mas de 2500 afios las propiedades terapéuticas de ia cascara
enmohecida de la soya aplicada a carbuncos, furtnculos e infecciones similares y usaban
este material para tratamientos estandar de estos trastornos. Durante muchos siglos, la
literatura médica ha ofrecido descripciones de efectos benéficos, medicamentos
preparados con tierra y diversos vegetales, en su mayoria muy probablemente fuente de
mohos y bacterias formadoras de antibidticos, o de sustancias inherentes a la quimica de
las plantas (Castiglioni, 1941). En 1619 aparece el primer registro del fratamiento de ia
malaria con un extracto de la corteza de cinchona, en el Peru. Otro descubrimiento
realizado a partir de la flora sudamericana lo constituy6 la eficacia de la raiz de la
ipecacuana contra la disenteria amebiana. Hasta los primeros afios de este siglo los
extractos de esta raiz y en tiempos mas recientes los alcaloides, quinina y emetina, y sus
derivados, proporcionaban la (nica quimioterapia curativa conocida (Avila, 1996).

El primer registro cientifico de actividad antibidtica fue realizado por Luis Pasteur y
Jaubert, quienes comunicaron en 1877 que no se habfa desarrollado el carbunco en
animales inyectados con un indculo que contenia Bacillus anthracis y otros bacilos
comunes. Dichos autores comentaron que la vida destruye a la vida entre las especies
inferiores, mas adn que en los animales y vegetales superiores, llegando a la conclusion
de que los bacilos de antrax podian administrarse al animal en gran ndmero sin
enfermarlo, siempre que se dieran al mismo tiempo bacterias “ordinarias” y declararon

que esta observacion podia significar una gran promesa para la terapéutica. (Moellering,



1990). En 1881, Tyndall en su “Ensayos sobre la Materia Flotante del Aire, en Relacion
con la Putrefaccion y la Infeccién”, establecié que en algunos tubos que contenian una
infusion nutritiva con bacterias y que se habian contaminado también con Penicillium
glaucum las bacterias se precipitaban en el fondo del tubo. Tyndall interpretd este
fenémeno como debido a la suspension del suministro de oxigeno a las bacterias por lag
peliculas formadas por el moho. Diez afios después del descubrimiento de Pasteur,
Emmerich (1878), descubrid accidentalmente que un cobayo al que previamente se habia
inyectado con Streptococcus erysipelatis no padecio el colera al inyectarle cultivos
virulentos de Vibrio cholerae. Reconocié inmediatamente el significado del
descubrimiento y logré evitar el antrax en animales de laboratoric administrando S.
erysipelatis previamente a la inyeccion de Bacillus anthracis.

En 1889, Bauchard comunicé que Pseudomonas aeruginosa evitaba el
desarrolio del antrax en el conejo, observacion que fue ampliada por Woodhead y Wood
en 1889, al descubrir que cuitivos esterilizados de P, aeruginosa ejercian el mismo
efecto protector frente al antrax La accién litica de algunos actinomicetos sobre diversos
microorganismos fue observada por Brunel. Poco después, Emmerich y Low establecen ia
accion protectora de cultivos filtrados de  P. aeruginosa, concentraron estos filtrados,
desprovistos de células, a un décimo de su volumen inicial y demostraron que destruian al
Corynebacterium diphtheriae, estafilococos, estreptococos, neumococos, gonococos,
Vibrio cholerae y Shigella dysenteriae in vivo. lLas observaciones de todos los
investigadores habian establecido el fenémeno de antibiosis, Sir Alexander Fleming
observd en 1928 la inhibicion de crecimiento de bacterias por una colonia de Penicillium
notatum que se habia desarrollado como contaminante sobre una caja de Petri dentro de
sus cultivos. Fleming en sus publicaciones del afio de 1929 propuso el posible uso clinico

de [a sustancia producida por el cultivo de P. notatum.

Al estallar ta Segunda Guerra Mundial se inicia un programa a gran escala para la
produccion y ensayo de la sustancia conocida en la actualidad como penicilina; asi
mismo, la industria y las instituciones académicas se dedicaron al estudio de esta

sustancia y a la blUsqueda de otros antibidticos. Esto tuvo como consecuencia el



descubrimiento de la estreptomicina, auromicina y cloromicetina, entre otros (Trease,
1993).

En los inicios de la produccion de antibidticos, se pensé que éstos no eran mas que
el resultado de una relacion ecoldgica fundamental (antibiosis) entre organismos
competitivos, es decir, un fendbmeno opuesto a la simbiosis. Sin embargo, existen varias
razones para descartar este punto de vista, puesto que: los microorganismos capaces de
producir antibiéticos constituyen tan solo una minima parte de la totalidad de la poblacion
microbiana que se encuentra en las muestras de suelo, por lo gue la produccion de estos
compuestos no parece constituir ventaja alguna, desde el punto de vista evolutivo; las
cepas que se encuentran en la naturaleza producen sdio cantidades minimas de
antibidticos. Para gue la produccién sea rentable es necesaria la seleccién de mutantes
producidos por el hombre; la mayoria de los antibidticos se producen sélo después de que
se interrumpe el crecimiento, y no durante los procesos competitivos que se dan en la fase
de mayor crecimiento (Atlas & Bartha, 1981.).

De los antibidticos de empleo clinico, la mayor parte son de origen bacteriano o
fungico. Entre las bacterias es especialmente importante el género Streptomyces, pues
produce antibidticos como estreptomicina, cloramfenicol, clorotetraciclina, tetraciclina,
eritromicina y neomicina. Otros antibidticos de origen bacteriano son tirotricina, bacitracina
y polimixina. Enfre los antibidticos que son producidos por hongos se encuentran las
penicilinas, la griseofulvina y la cefaloridina (Davis, 1984).



RESISTENCIA A DROGAS ANTIMICROBIANAS

La capacidad de las bacterias para resistir la accion de los agentes antimicrobianos
es un problema importante en la microbiologia médica. En términos practicos, se dice que
existe resistencia a algin agente antimicrobiano cuando la bacteria no es inhibida a las
concentraciones de droga que se pueden administrar a pacientes, con base en estudios
toxicologicos. El término resistencia a los antimicrobianos no hace generalmente
referencia a la resistencia natural (tambien llamada resistencia intrinseca) de una especie
la cual se refiere a la insensibilidad natural de la bacteria ante cierta droga y como
caracteristica innata compartida por ia mayoria o todos los miembros de una especie, sino
a cambios genotipicos adquiridos que persisten durante el cultivo en ausencia del
farmaco. El cambio puede ser producido ya sea por mutacién, que altera un componente
celular, o por la presencia de un plasmido, que aporta genes para nuevas enzimas. Ei
farmaco desempefa solamente un papel selectivo, no directivo. Algunos antibidticos,

sobretodo |a estreptomicina, seleccionan a los mutantes.

Cuando un agente antimicrobiano se afiade a un cultivo en crecimiento, el proceso
de muerte es inicialmente exponencial, pero después de algln tiempo se nivela debido a
que las muesfras sucesivas contienen duranie horas un pequefio nimero de céluias que
generan colonias cuando son fransferidas a un medio sdlido fresco. Tales organismos
persistentes manifiestan una resistencia fenotipica en lugar de genotipica, pues su
progenie no muestra aumento de resistencia. Se han observado varios mecanismos de
resistencia fenotipicos. La resistencia al mismo farmaco depende de diferentes
mecanismos en cepas diferentes, entre los cuales se pueden mencionar: 1. El aumento en
la destruccion del antimicrobiano, el cuai es el mas frecuentemente utilizado en los casos
de resistencia producidos por un plasmido. 2. L.a disminucién en la actividad de la droga
que se observa en mutantes resistentes a sustancias analogas a las purinas o pirimidinas,
que pueden convertirse en nucleétidos antes de que hayan podido interferir las reacciones

fundamentales. Dado que las enzimas que participan en la conversién no son esenciales



para la célula, su supresion no altera la viabilidad y por lo tanto se pueden producir
mutantes resistentes (compuestos de esta clase se usan en la quimioterapia del cancer).
Los agentes antimicrobianos de uso comin en clinica son todos activos sin posterior
afteraciéon quimica. 3. La formacion de un receptor alterado, constituye un mecanismo de
resistencia importante. Un ejemplo consiste en la alteracion de una proteina ribosémica
~especifica como consecuencia de una mutacién simple que aumenta la resistencia del
mutante. Mediante el uso de analogos de metabolitos se ha observado que los mutantes
resistentes forman enzimas alteradas, que distinguen entre el sustrato normal y el
analogo. 4. La disminucién de permeabilidad, en mutantes resistentes a los anélogos de
aminoacidos, implica la pérdida o la alteracion de un sistema de transporte de membrana
gue transporta también el correspondiente aminodacido normal. Las barreras de
permeabilidad normales son responsables de muchas “resistencias naturales”
contribuyendo asi la membrana externa a la menor sensibilidad de los gérmenes
gramnegativos. 5. El nivel aumentado de una enzima puede incrementar la resistencia.
Este mecanismo puede implicar, ya sea la formacion aumentada del metabolito
competitivo 0 a un nlimero de copias aumentado de la enzima inhibida (resultante de la
ampliacion genética en los plasmidos) (Raw, 1988).

Se ha demostrado que la resistencia a los medicamentos surge en los cuitivos
puros por mutaciones espontaneas, cada una especifica frente a un solo farmaco y
seleccionada por éste, la rapida difusion de la resistencia mdltiple, fue observada por
primera vez en el Japén. Después de unos afios de quimioterapia ampliamente difundida
confra la disenteria bacilar, las cepas del germen y de otras bacterias entéricas,
empezaron a presentar resistencia multiple frente a diferentes farmacos muy utilizados,
como por ejemplo; las sulfamidas, estreptomicina, cloranfenicol, etc. La resistencia
muitiple puede ser transferida de una sola vez por contacto celular (conjugacién) entre
cepas resistentes y cepas sensibles. Este fendmeno se da en cultivos mixtos y aiin en el
tubo gastrointestinal. ( Davis, 1985).

Los factores responsables lamados factores R presentan gran variedad en cuanto a

su contenido en genes, que confieren resistencia a diversos antibidticos. Los factores R
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son miembros del amplic grupo de los piasmidos, elementos genéticos
extracromosomicos. Los plasmidos R cedifican para su transmision por conjugacioén, pero
otros muchos plasmidos no lo hacen. Los plasmidos de resistencia son de gran
importancia clinica y tedrica.

La transferencia de DNA entre bacterias por contacto célula-célula es conocida
como conjugacion. La mayoria de estos sistemas de transferencia son codificados por
plasmidos. El proceso de conjugacion ha sido extensamente estudiado en bacterias
gramnegativas como por ejempio E. cofi (Willets y Skurray, 1980.). Las células que
contienen el plasmido donante (cepa resistente) presentan apéndices filamentosos en sy
superficie llamades pili sexualis que se requieren para ia transferencia. Una vez que
los pili sexualis entran en contacto con la bacteria receptora se forma un puente sexual por
donde se llevara a cabo la transferencia. Sélo una cadena del DNA del plasmido se
transfiere a la célula receptora (cepa sensible), el DNA monocatenario presente en ambas
céiulas sirve como patrén para la sintesis de la cadena compiementaria, de esta manera
ambas céiuias cuentan con una copia del plasmido. Otro mecanismo a través del cual se
puede transferir resistencia a antibidticos es la transduccion, proceso mediante el cual
algunos genes de resistencia de un plasmido o de un cromosoma son incorporados a las
particulas de un bacteriéfago e introducidas en otra bacteria durante la infeccion viral.
Algunos fagos pueden realizar la trasduccion de un pldsmido completo de resistencia a
farmacos siempre y cuando el tamafio de la molécula de DNA no exceda al tamafio de la
capside del fago. Es de hacer notar que el rango de hospederos esta limitado para la
infeccion por fagos ya que éstos generaimente sélo infectan una especie o algin género
de bacterias. Otra manera de que las bacterias puedan adquirir resistencia a farmacos es
por medio de la introduccion de fragmentos de DNA libres en el entorno celular e
incorporacién a su cromosoma por recombinacién homologa, este proceso es llamado
transformacion (Old, 1989).
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ANTIMICROBIANOS DE ORIGEN VEGETAL

Al igual que algunos hongos y bacterias, hay plantas que también producen
antimicrobianos, a este tipo de compuestos se les incluye dentro de los llamados
"metabolitos secundarios”, que son biosintetizados a partir de metaboiitos primarios, esta
clasificacién es arbitraria, asi los metabolitos primarios comprenden aquellas sustancias
de muy amplia difusion en la naturaleza y que se encuentran en todos los organismos
vivos, siendo por lo tanto metabdlicamente esenciales. Un grupo reducido de estos
metabolitos primarios sirven como precursores de todas las otras sustancias que no
pertenecen a esta categoria. Estas otras sustancias, que comprenden la gran mayoria de
los llamados productos naturales, son consideradas como metabolitos secundarios. Lo de
"secundarios" no hace justicia a la frecuentemente compleja naturaleza de sus diversas
estructuras moleculares, aunque no es la complejidad estructural lo que los distingue de
los metabolitos primarios. La caracteristica_ mas importante de muchos metabolitos
secundarios es su distribucién relativamente restringida a la naturaleza que, en algunos
casos, se limita a especies o subespecies Unicas; en consecuencia son una manifestacion
de la individualidad del organismo que los contiene. Se ha atribuido a estos compuestos

una gran variedad de funciones.

En la actualidad se han realizado numerosas investigaciones sobre el tema de
antimicrobianos de origen vegetal y el resultado ha sido la identificacién de una gran
cantidad de compuestos que se han aislado de plantas.

Se han realizado estudios con plantas terrestres inferiores como Briofitas (musgos y
hepaticas), Liquenes, etc. lograndose aislar e identificar algunos compuestos. En cuanto a
las monocotileddneas, la planta que ha sido mas estudiada es el ajo cuya accion
bactericida se debe al aminoacido azufrado aliina (Treace,1993). Las dicotiledéneas son el
grupo mas estudiado debido a que son las que generalmente se utilizan desde el punto de

visfa de la medicina tradiciocnal.
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Se ha estudiado un gran nimero de plantas que presentan actividad antimicrobiana
, Y se ha logrado determinar las bacterias que son sensibles a éstas, pero aun no se ha
logrado identificar los compuestos responsables de dicha actividad. En ia el cuadro 1 se
muestran ejemplos de plantas con actividad antimicrobiana.
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CUADRO 1. PLANTAS CON ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA

ORIGEN

ACTIVO CONTRA

REFERENCIA

Cryptolepis sanguinolenta

Terminalia macroptera

E. coli

S. typhimurium
S. aureus

S. faecalis

V. cholerae

S. dysenteriae
V. cholerae
S. aureus

Silva, 1996

Guiera semegalensis

Gardenia fernifiolia

V. cholerae
S. aureus
S. faecalis

S. aureus

Silva, 1996.

Schinus ferebinthifolius

S. aureus

B. subtilis

P. aeruginosa
E. coli

Martinez, 1996.

Agave lechuguilla
Bobharis glutinosa

Larrea tridentata

S. dysenteriae
P. vulgaris

S. dysenteriae

Verastegui, 1996

P. vulgaris
Capsicum (C. annuun, B. cereus
C. baccatum, C. chinese, B. subtilis
C. pubescens) S. pyogenes Cichewicz, 1996
E. coli
Helichrysum pedunculatum i B. cereus
S. aureus Meyer, 1996.
E. cloacae
Helichrysun aureonitens S. aureus
B. cereus Meyer, 1995
B. subtilis
Asteraceae auriculata S. aureus
Salie, 1996.
A. africanus S. aureus
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PLANTAS CON ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA

(CONTINUACION)

ORIGEN

ACTIVO CONTRA

REFERENCIA

Conyza bonariensis

E. coli
aeruginosa
typhimurium
aureus

. Subtilis

nno

Eryngium aniculatum

. @aeruginosa
coli
aureus

. Sublilis

Limonium brasiliense

Schinus molle

coli
aeruginosa

Sesbania punicea

E. coli
S. aureus

Olano, 1996

En el cuadro 2 se muestran algunos ejemplos de plantas que han sido estudiadas

recientemente donde se ha determinado la naturaleza quimica del compuesto responsable

de la actividad, clasificandolas por grupo quimico y mencionando los microorganismos

frente a los cuales se ha presentado actividad antimicrobiana.
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CUADRO 2. COMPUESTOS CON ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA AISLADOS DE

DIFERENTES PLANTAS

ORIGEN

ACTIVIDAD
CONTRA

TIPO DE
COMPUESTO

REFERENCIA

Tanacetum densum

B. subtilis
K. pneumoniae

Terpeno

Goren. 1992,

Tanacetum
Argyrophylium

B. aureus
S. magatemun
B. subtilis
E. coli

Terpeno

Goren, 1992,

Picea glauca

P. aeruginosa
E. coli
S. aureus

Terpeno

Ritch-Kro, 1996.

Pinus contorta

P. aeruginosa
E. coli
S. aureus

Terpeno

Ritch-Kro, 1996.

Vochysia divergens

S. aureus

Terpeno

Hess, 1885,

Haplopappus
diplopappus

P. aeruginosa
P. vulgaris
B. subtilis
S. aureus

Terpeno

Urzta, 1995

H. anthylloides

E. coli
P. aeruginosa
P. vulgaris
B. subtilis
S. aureus

Terpeno

Urzaa, 1995

H. uncinatus

E. coli
P. vuigaris
B. subtilis
S. aureus

Terpeno

Urzua, 1995.
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CUADRO 2. CONTINUACION...

ORIGEN ACTIVIDAD TIPO DE REFERENCIA
CONTRA COMPUESTO
Psidia trinetaria B. cereus Flavonoide Wang, 1989.
Elaeagmus glabra P. vulgaris Flavonoide Mori, 1987.
S. aureus
Gossypium P. maltophilia Waage, 1984.
arboreum E. cloacae Flavonoide
Camellia sinensis Shigella ssp. Flavonoide Vijaya, 1995.
Euphorbia hirta Shigella ssp. . Flavonoide Vijaya, 1995
Sophora exigua S. aureus Fiavonoide Tsuchiga, 1996.
S. aureus
S. faecalis
Poliurus spina S. sonnei Flavonoide Brantner, 1996.
E. coli
Haplopappus P. vulgaris
multifolius B. subtilis Flavonoide Urzha, 1995
S. aureus
Karwinskia S. aureus Mitscher, 1985.
humboldtiana M. smegmatis Quinona
S. aureus
Ipomoea bahiensis S. faecalis Glucosido Bieber, 1987
B. subtilis
Rhynchosia B. subtilis Khan, 1984.
suaveolens S. aureus Lignano
Scrophularea B. subtilis
frutescens E. cofi Lignano Fernandez, 1996
S. aureus
Erythrina S. aureus Pterocarpano Mitscher, 1988.
milodhraedi M. smegmatis
M. floribundum P. maltophilia Tanino Waage, 1984
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MECANISMOS DE ACCION DE COMPUESTOS BACTERICIDAS
DE ORIGEN VEGETAL.

De la gran cantidad de plantas que poseen actividad antimicrobiana que se han
estudiado, se ha aislado un numero importante de compuestos activos, pero séio a
pocos de ellos se les ha determinado su mecanismo de accién. Dentro de éstos se pueden
citar a los flavonoides, los taninos . los terpenocs y las cumarinas.

FLAVONOIDES

En estudios realizados por Mori, A. et al en 1987, se determind que las
caracteristicas de los_flavonoides que presentan actividad antimicrobiana son: presencia
de grupos hidroxilo libres y una estructura planar, ya que en los flavonoides sin grupos
hidroxilos libres no se presentd actividad. Se ha observado que existe muerte bacteriana
cuando hay flavonas en el medio de cultivo debido a que se inhibe fuertemente la sintesis
de DNAy RNA. Se ha propuesto que debido a la estructura planar de los flavonoides
(semejante a la de las bases puricas y pirimidicas) hay una intercalacién entre las bases
de la doble hélice, ademas de poder formar puentes de hidrogeno con ellas, las flavonas
que han mostrado tener un mayor efecto inhibitorio en la sintesis de acidos nucleicos son
aquellas que presentan tres grupos hidroxilo en el anillo B (Figura 1). El anillo B juega un
papel muy importante enla intercalacion de puentes de hidrégeno con las bases de los
acidos nucleicos y esto se ve reflejado en la inhibicidn de la sintesis de éstos.

FIGURA 1. ESTRUCTURA DE UNA FLAVONA, APIGENINA.



TANINOS

Los taninos son compuestos fendlicos hidrosolubles que tienen un peso molecular
comprendido entre 500 y 3,000 Da ¢ mas, que presentan, junio a las reacciones clasicas

de los fenoles, la propiedad de precipitar alcaloides y proteinas.

Histéricamente, la importancia de los taninos estd ligada a sus propiedades
curtientes, es decir a la propiedad que tienen de transformar la piel fresca en un material
imputrescible: el cuero. Esta propiedad ha sido utilizada y explotada por el hombre. Los
taninos pueden inducir la formacién de complejos insolubles de enzimas y sustratos que
las bacterias requieren para su crecimiento normal, la combinacién entre los taninos y las
macromoléculas se establece, probablemente, por medio de enlaces de puentes de
hidrogeno entre los grupos fendlicos de los taninos y determinados lugares de ias
proteinas y otros polimeros. Muchas enzimas microbianas han sido inhibidas en cultivos
libres de células o bien en ensayos con enzimas purificadas cuando son mezcladas con
taninos. Las enzimas en las cuales se ha visto este efecto son las peroxidasas y

glicosiltransferasas. (Bruneton, 1991)

La aplicacion de las drogas con taninos deriva de sus propiedades astringentes, por
via interna ejercen un efecto antidiarreico y antiséptico, por via externa impermeabilizan
las capas mas externas de la piel y mucosas, protegiendo asi las capas subyacentes. Al
precipitar las proteinas, los taninos presentan un efecto antimicrobiano y antifingico,
ademas como precipitan los alcaloides pueden servir como antidoto en caso de

intoxicacion.

Se ha observado que los taninos presentan cierta accién deletérea sobre las
membranas de los microorganismos. En estudios realizados por Konishi y colaboradores
en 1987, se demostrd que concentraciones de 50 mg/l de acido tanico inhiben el

transporte electronico membranal de Photobacterium. Se ha sugerido que las
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propiedades antisépticas de estas especies se puede atribuir a Iz presencia de acidos
fendlicos en su composicion fitoquimica (Istam, et al, 1989. citado por Fernandez, 1996).

Otro mecanismo de toxicidad de los taninos es su capacidad para formar complejos
con los metales. Los sistemas biologicos, incluyendo los microorganismos, son altamente
dependientes de los iones metalicos presentes en el medic ambiente. Por ejemplo, la
infeccion en humanos por E coli se inhibe por la presencia de la lactoferrina. Muchos de
estos compuestos presentan mas de dos grupos o-difenol en su molécula. Los taninos
pueden formar quelatos con varios iones metalicos, como los iones férricos o clpricos. La
naturaleza multicatecdlica de los taninos permite la reticulacion y con esto la formacién de
un precipitado metal-tanino que hace inaccesible, de esta forma, los iones metalicos para
el consumo bacteriano (Scalbert, 1991).

En resumen la accién inhibitoria de los taninos sobre el crecimiento de los
microorganismos se debe a los siguientes efectos: astringencia, accién sobre las

membranas y competencia por metales.
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TERPENOS

Dentro de este grupo, los compuestos mas estudiados son las lactonas
sesquiterpénicas ya que muestran, tanto in vivo como in vitro, propiedades
antimicrobianas, como por ejemplo la helenalina. Las moléculas activas poseen grupos
funcionales reactivos: epéxidos, ésteres o cetonas «, B-insaturadas. Todos estos
compuestos actlan por alquilacién de los centros nucléofilos de las moléculas bioldgicas;
fas a-metilen y-lactonas son muy reactivas frente a tioles y aminas, provocando una
alquilacion irreversible de estos grupos, bloqueando asi numerosas enzimas necesarias
para las funciones metabdlicas viables (Bruneton. 1991). Los estudios de estructura-
actividad han demostrado que las enzimas bacterianas como la fosfofructoquinasa, la DNA
polimerasa y ia timidilato sintetasa de E. coli son inhibidas por estas lactonas (Fisher,
1991).
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FENILPROPANOS

Los fenilpropanos son sustancias aromaticas que tienen funciones oxigenadas
(hidroxilos, metoxilos, metilendioxilos) en posiciones orfo, para y meta: estan muy
difundidas en el reino vegetal y provienen del metabolismo de los hidratos de carbono.

Desde el punto de vista biogenético los fenilpropanos son derivados del acido
shiquimico. Dentro de los fenilpropanos estan incluidos los siguientes compuestos

aromaticos:

1. Sustancias que poseen esqueieto Cs — C; inaiterado o bien repetido, por ejemplo:
acidos cinamicos, alilbencenos y propenilbencenos, cumarinas, fenilpropanos, prenilados y
lignanos.

2. Sustancias con esqueleto Cs — C,, Cs ~ C1 0 Cs, es decir, fenilpropanos con la
cadena lateral acortada, por ejemplo: acidos benzoicos y derivados, hidroguinonas,

a-tocoferoles (vitamina E).

3. Derivados del acido cindmico o de un esqueleto Cs — C4 vy de una o de varias
unidades isoprénicas, por ejemplo: naftaquinonas, antraguinonas, benzofenonas, xantonas

y canabinoides.

Ademas de las condensaciones y reacciones de degradacién que ocurren en cada
grupo, los compuestos aromaticos también experimentan descarboxilacién, oxidacion,
reduccion, hidroxilacién, metilacion o glicosidacion. Es posible que las hidroxilaciones

ocurran en gran parte ya al nivel del acido cinamico.
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Fenilpropanos con esqueleto Cs — C; o repetido.
a. Acidos cinamicos, alilbencenos y propenilbencenos.
Este grupo (esqueleto Cs —C3) comprende los &cidos cinamicos, y también
compuestos que difieren en el grado de oxidacion de la cadena lateral y los sustituyentes

del anillo bencénico. En la figura 2 se muestran =iemplos de este tipo de compuestos

El tipo de sustitucion aromatica mas comin es 4, 3, 4 6 3, 4. 5, la mas
frecuente es la 3, 4-dihidroxilacion )

C-C

Xy—C
/

R1, Rz, Ra=H 6 HO 6 OMe
R1 + Rz = -OCH;0-

FIGURA 2. EJEMPLO DE FENILPROPANOSCON ESQUELETO C¢ - C;

La cadena lateral varia su grado de oxidacién como sigue:

Tipo acido cinamico -CH=CH-COOH

Tipo alcohol coniferilico -CH=CH-CH,0OH

Tipo isoeugenol -CH=CH-CHj; (resto 1-propenilo)
Tipo eugeno! -CH;-CH=CH; (resto alilico)

Tipo feniipropano -CH2-CH2-CHs (resto n-propito)

[
(Y]



Son las sustancias presentes en los aceites esenciales del tipo de apiol,
miristicina, eugenol, anetol o0 safrol. En la figura 3 se muestran ejemplos de compuestos
derivados del acido cinamico.

R, Ri=R;=Ry=H  acido cinamico
CH=CH'COzH Ry=R;=H:R,=0OH acido p-cumarico
Re Ri=H; R;=R;=0OH acido cafeico
R1=H; R; = OH; R; = OMe acido ferdlico
3 R1=R3;=0Me; R, = OH A&cido sinapico

FIGURA 3. EJEMPLOS DE ACIDOS CINAMICOS.

b. Cumarinas

Las cumarinas son benzo-a-pironas o a-cromonas vy, por lo tanto, poseen el mismo
esqueleto carbonado que los acidos cinamicos. En realidad, son lactonas de los acidos o-
hidroxicinamicos.

Ei nombre “cumarina” proviene de un arbol nativo de Guayana, “coumarouna”
(Dipterix odorata); de sus semillas se obtuvo cristalizada |a primera benzo-a-pirona no

sustituida.

No esta claro en qué consiste el mecanismo de conversion de acidos cinamicos en
cumarinas. Ante todo, debe tenerse en cuenta que los acidos cinamicos naturales son
trans, por lo que para convertirios en cumarinas deben isomerizarse a cis y, ademas,
experimentar una o-hidroxilacién. Como es muy raro encontrar o-hidroxifenilpropanos
naturales, se supone que ha ocurrido una isomerizacién trans-cis acompanada de una o-
hidroxilacién.

La hidroxilacion del anillo bencénico, de la que se obtiene umbeliferona o
esculetina, ocurre en el nivel del acido cinamico.



Con frecuencia, la cumarina no sustituida esta presente en la planta fresca como O-
glucosido del acido o-hidroxi-trans o cis-cinamico (melilotdsido) y es inodora. A partir de
éste, al marchitarse o secarse el material vegetal, se forma la cumarina. Tal proceso
ocurre cuando se seca el pasto recién cortado, liberandose un tipico “olor a heno”. Por ello
se supone que las cumarinas son productos que por accion enzimatica, dan lugar a
glicosidos intermediarios. Los derivados del acido salicilico se formarian por B-oxidacion

de cumarinas o precursores de éstas (Figura 4).

. CO,H LCOH
' oL,
(HO) o-hidroxilacién (HO) OH

gucosidacion

CO,H
Y 2 CO,H

——

(HO O-8-glu  (HO) 0-gl

derivado del acido
salicilico

00— OO
(HO) 0”7 o (HO) o O,H

cumarina A-glu

glucésido del acido cis

FIGURA 4. POSIBLES RELACIONES ENTRE ACIDOS CINAMICOS, CUMARINAS Y
DERIVADOS DEL ACIDO SALICILICO



La mayoria de las cumarinas simples poseen un hidroxilo en C-7, otro hidroxilo o
metoxilo puede encontrarse en C-6 y, con menos frecuencia, en C-4, C-5 o C-8. Los
glucdsidos mas comunes son los 7-0-monogiucésidos, en la figura 5 se pueden observar
algunos ejemplos de cumarinas. Las cumarinas presentan, en general, una intensa
fluorescencia azul o azul-verdosa, por lo que es muy facil detectarlas

cromatograficamente.

solln oo
RO 0~ Yo HO e~ ~o

R = H: esculetina

R = H: umbeliferona
R = giu: esculina

R = Me: herniarina

MeO \
‘0 ] MeO
\ \
RO O 0 HO o o

R
R = H: escopoletina R = H: fraxetina

= glu: lina
R = glu: escopolin R = glu: fraxina

FIGURA 5. ALGUNOS EJEMPLOS DE CUMARINAS.



Las cumarinas se encuentran muy difundidas en las siguientes familias de plantas:
Apiaceae, Papilionaceae, Rutaceae, Lamiaceae, Asteraceae, Solanaceae y Gramineae.

En particular, la concentracién es mayor en raices, frutos y semillas.

Accidn y uso de las cumarinas.

La sintesis de los fenilpropanocides es afectada por el medio ambiente, las
condiciones nutricionales y hormonales, asi como varios factores de estrés, los cuales han
sido estudiados por Rhodes (1985). Algunos acidos hidroxicinamicos y cumarinas simples
han sido reportados como poseedores de diferentes manifestaciones biolégicas como
antibidticos, actividad fitotoxica, inhibidores de la germinacion de semillas e inhibidores del
crecimiento de plantas y de microorganismos que causan dermatitis (Harbone, 1982),
dafio hepatico y carcinogénesis (Murray, 1982; Brown, 1985). Como por ejemplo el
dicumaro! (3, 3'-metileno-bis-[4-hidroxicumarina]) es c¢onocido por su potencia

anticuagulante causando hemorragia.

La acumulacion de grandes cantidades de fenilpropanoides constituyentes, o la
elaboracién de compuestos nuevos, ha sido reconocida como parte del mecanismo de
defensa usado por las plantas en respuesta al ataque de patdgenos (Swain, 1977; Bell,
1981, Harbone, 1982; Surico, 1987, citados en Harbone, 1989)

Por otro lado, en su papei general como agentes antimicrobianos muchos ésteres
fenilpropanoides glicosilados poseen actividad farmacolégica o bioldgica (Abdary, 1980 y
Cooper, 1980 citados en Harbone, 1989).

Se han comprobado propiedades antitumorales en algunas cumarinas y psoralenos,

actividad antimicrobiana y propiedades biolégicas en cumarinas, naturales y sintéticas,

sustituidas con heterociclos en C-3.
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La cumarina se usé durante mucho tiempo como corrector de olor y sabor en
productos farmacéuticos y en la industria alimenticia, pero debido a que en experimentos
con animales se observaron lesiones hepaticas y propiedades cancerigenas, esta
prohibido su uso. Presentan, ademas, accion espasmoilitica, dilatadora de vasos, sedante

central y bactericida.

La cumarina umbeliferona, esculetina y herniarina se agregaron a los preparados de
proteccion solar principalmente por su capacidad de absorcion en la regién UV (280 — 315

nmy), cuya radiacidén causa la formacién de eritemas en la piel.

Betina, 1984 reporta que hay hongos que sintetizan cierto tipo de isocumarinas
(ocratoxinas). Estos hongos contaminan comida y semillas y se ha observado que causan
nefropatia en humanos y cerdos, muerte fetal en ratas y producen efectos teratogénicos.
En pollos producen dafos en el sistema inmune y en la coagulacion. En células epiteliales
de changos su efecto toxico se lleva a cabo en la metafase, Tteyn et al (citado en Betina,
1884) concluye que la mitosis anormal resulta en la formacion de células muitinucleadas o

células muertas,

Cumarinas condensadas.

Cumarinas diméricas. De las hojas descompuestas de Melilotus albus se aisld
dicumarol (3, 3’ —metilen-bis-4-hidroxicumarina) que se origina por accion bacteriana sobre

la cumarina presente en el material vegetal himedo.

El dicumarol inhibe la formacién de protombina, proconvertina y del factor Stuart-
Power en el higado, interrumpiendo asi la capacidad de coagulacién de la sangre. Su
accion consiste en desalojar a la vitamina K (importante para la coaguiacién de la sangre)
de su complejo con la apoenzima, que es el activo. Se usa por via oral como
anticuagulante en casos de posibles trombosis; existen, ademas, anticuagulantes

sintéticos de estructura similar.
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Furanocumarinas. Se conocen furanocumarinas con el anilto furano unido a 6, 7
(tipo psoraleno) y las que poseen el anillo furano unido a 7, 8 (tipo angelicina). Los
carbonos de anillo furano de estos compuestos provienen del isopreno. Se encuentran en

las familias de Fabaceae, Rutaceae, Apiaceae y Moraceae.
Las furanocumarinas, en especial psoraleno, bergapteno y xantoxina, exhiben

notablemente propiedades “fotosensibilizantes”™ al ser colocadas sobre la piel y luego

expuestas a la luz solar.
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DESCRIPCION BOTANICA DE Alternanthera caracasana (tianguis)

Alternanthera caracasana H B K.

Nombre comin. Verdolaga cimarrona, verdolaga de puerco. Estado de México: nxiga
(otomi). Michoacan: tianguistumina. Puebla: tianguispepetla, tlalpetate (nahua),
tianguistepetl, tianguistepetla. Chihuahua; bachcerli (raramuri). Tlaxcala: tiankispepetl
(nahuatl).

Descripcion.  Alternanthera caracasana H B K. Hierba rastrera perenne; tallos
ramificados, pubescentes, de 10 a 50 cm de largo; pecfolos de 3 a 10 mm de largo, hojas
rombico-ovaladas, elipticas u ovaladas, de 0.5 a 2.5 cm de largo por 0.3 a 1.5 cm de
ancho, pero por lo general las dos correspondientes a un nudo son desiguales entre si:
cabezuelas ovoides o cortamente cilindricas, de 0.5 a 1.5 cm de largo, axilares, sésiles,
blanquecinas, con numerosas flores; bracteas y bracteolas mas cortas que los tépalos,
estos desiguales: los extremos ovalados, de 3 a 5 mm de largo, agudos y cortamente
aristados, trinervados, vellos sobre los nervios, especialmente cerca de la base, los
internos linear-subulados; filamentos linear-triangulares, estaminodios generalmente mas
cortos que los filamentos enteros o a veces denticulados; estilo muy corto; semilla ovado-
orbicular, de 1 a 1.5 mm de largo, brillante, oscura. “Verdolaga de puerco”. Maleza muy
comun en el Valle de México a la orilla de veredas, en las calles de las poblaciones y en
algunos cultivos. Alt. 2250 - 2500 m. Desde el sureste de Estados Unidos hasta Argentina.
También en Asia y en el sur de Europa (Rzedowski, 1979). En México se distribuye en los
estados de Baja California Sur, Coahuila, Chihuahua, Nuevo Ledn, Durango, Nayarit,
Jalisco, Guanajuato Querétaro, Hidalgo, Estado de México, D.F, Veracruz, Puebla y
Chiapas
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FIGURA 6. Alternanthera caracasana
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FIGURA 7. MAPA DE LA DISTRIBUCION DE Alternanthera caracasana
EN LA REPUBLICA MEXICANA



Botanica y ecologia. Hierba rastrera con los tallos ramificados parecen alfombra. Con las
hojas mas largas que anchas de color verde oscuro; los grupos de flores estan en
cabezuelas de color blanquecino, parecen estrellitas que estan colocadas entre las hojas.

Probablemente originaria de América tropical y subtropical, presente en climas
calido, semicdlido y templado desde el nivel del mar hasta los 2700 m. Asociada a
terrenos de cultivo, bosque tropical caducifolio y subcaducifolio, bosque espinoso, matorral
xerdfilo, bosque mesdfilo de montaria, de encino, de pino y mixto de pino encino.

Etnobotanica y antropologia. Aunque se menciona que las fiebres o calenturas (Puebla,
Veracruz, Michoacan) son el principal padecimiento para el que se emplea esta planta,
tambiéen es de gran importancia en malestares digestivos, dolor de estomago,
estrefiimiento, empacho, infeccién e inflamacion intestinal, cdlicos, vesicula sucia y
diarrea. Se informa, que en caso de tifoidea, se hierve la raiz en suficiente agua y luego se
desechan las ramas. Al agua se le agrega limén y se da un lavado, usando medio litro

para los nifios y un litro para los aduitos. Se reporta también como purgante.

El tianguis kijoso es utilizado por los grupos mixe, zapoteca y totonaca para la
curacion del empacho y la disenteria.

Tambien puede emplearse en enfermedades como sarampidn, viruela o escarlatina;
para el dolor de rifiones, tifo, alferecia y mal de ojo, y como antiespasmadico.
Historia. En el siglo XVi, Francisco Hernandez dice que “la raiz purga todos los humores

por el conducto inferior”.

Francisco Flores, en el siglo XIX, menciona que los chichimecas lo empleaban para

combatir las heridas causadas por flechas envenenadas bebiendo los zumos de esta
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yerba, y agrega, que el zumo de las hojas era de utilidad para las almorranas asi como en
colutorios para las tlceras de la boca, en la gingivitis, cuando la inflamacion no era intensa

y como refrigerante para los accesos febriles.

En el siglo XX, Maximino Martinez enumera lo siguiente: anticatarral, anticrotalico,
antipirético, antiséptico intestinal, astringente, arroja los calculos, desflema, diaforético,
diuretico, eupeptico, expulsa los gusanos de las tlceras, verrugas y vomitos de sangre.
Luis Cabrera, la registra como aperitivo, diurético, para enfermedades exantémicas, fiebre
tifoidea, tifus exantematico y como un ténico. Finalmente, la Sociedad Farmacéutica de
México la indica sin uso contra el tabardillo.

La Alternanthera caracasana, también conocida en México como tianguis, en la
actualidad se recomienda con frecuencia para fiebres, y afecciones del aparato digestivo y
de la piel.

No existe informacion experimental que valide los usos, sin embargo es probable

que su accion en el aparato digestivo, tenga cierta efectividad ya que se indica desde el
siglo XV1 y ha trascendido hasta el presente (Argueta, 1994).
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OBJETIVOS GENERALES

1. Evaluar la actividad antimicrobiana de los extractos de la planta
Alternanthera caracasana.

2. Purificar el principio activo y elucidar su estructura quimica.
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OBJETIVOS PARTICULARES
1. Realizacion de bioensayos preliminares para determinar la actividad biologica in vitro de
las plantas a estudiar.
1.1. Obtencién de los extractos herbales de diferente polaridad (desde polaridad baja
hasta alta) utilizando diferentes solventes (hexanos, cloroformo, acetato de etilo, acetona y

metanol}.

1.2. Determinacién de la actividad bactericida de los extractos herbales de acuerdo a Ia

técnica de difusién en agar.

1.3. Determinacion de la Concentracién Minima Inhibitoria (CMI) y Bactericida Media
(CBM) mediante la técnica de dilucién en caldo de los extractos que muestren actividad
antimicrobiana.

2. Aislamiento del principio con actividad biolégica presente en |a planta.

2.1. Purificacién del compuesto activo mediante técnicas cromatograficas.

2.2. Evaluacién del potencial antimicrobiano de [as fracciones de acuerdo al modelo de la

microtécnica de dilucién en caldo.
3. Elucidacion de fa estructura del compuesto bioldgicamente activo mediante estudios
espectroscopicos ( UV, resonancia magnética nuclear de protones RMN'H, resonancia

magnética nuclear de carbono 13 RMN'®C y espectrometria de masas).

4. Determinacion de [a CMI y la CBM del compuesto activo.
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METODOLOGIA

La planta utilizada para este trabajo fue Alternanthera caracasana (tianguis), se
decidi6 trabajar con este organismos después de una revisién bibliografica de 500 plantas
medicinales utilizadas para tratar enfermedades gastrointestinales, reportadas en los libros
de Aguilar, 1994 y 1996. La eleccion se hizo en base a criterios que favorecieran el
desarrollo de la investigacion y que estuvieran acordes a los recursos de la institucién para
apoyar la adquisicion del ejemplar, como son: amplia distribucién en el Area Metropolitana,
facilidad de colecta y poca literatura al respecto. Ademas no se han realizado estudios

quimico biolégicos en relacion a la actividad antimicrobiana de esta planta.

. OBTENCION DE LA PLANTA.

La planta a estudiar se colecté en la ENEP Iztacala y sus alrededores durante los
mese de Julio-Agosto de 1996 y 1997.

Ii. BIOENSAYOS PRELIMINARES

1) PREPARACION DE EXTRACTOS. Los extractos se prepararon colocando 1 Kg de la
planta completa seca en 5 litros de alcohot etilico en un recipiente de vidrio donde se dejo
durante 25 dias. Después se filtré y el exceso de solvente se destilé y se concentré el
extracto a sequedad. Posteriormente este residuo se lavd con diferentes solventes (600 m
de cada uno) en orden creciente de polaridad (apéndice 5). Los diferentes extractos se

concentraron a sequedad.
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2) CUANTIFICACION DE SOLIDOS SOLUBLES. Se realizd de acuerdo al método
propuesto por Gonzalez-Perfialosa (1981), (apéndice 1).

3) MICROORGANISMOS UTILIZADOS. Vibrio cholerae No-01, Vibrio cholerae INDRE
206 aislado de agua contaminada, Vibrio cholerae aislada de un caso clinico (estas
cepas corresponden al grupo 01, productor de enterotoxina, serotipo Inaba), Vibrio
cholerae CDC V12 , Escherichia coli ATCC 25922, Enterobacter agglomerans ATCC
27155, Salmonella typhi ATCC 19430, Shigella boydii ATCC 8700. , Enterobacter
aerogenes , Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Bacillus subtilis y
Sarcina lutea fueron donadas por el laboratorio de microbiologia de la FES Cuautitlan.
Pseudomonas aeruginosa, y Candida albicans fueron donadas por el laboratorio de
analisis clinicos de la CUSI del Campus Iztacala.

4) EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA. Ei método que se utilizo parz
evaluar la actividad antibacteriana en los ensayos preliminares fue el de difusion en agar
(Kirby-Bauer) (apéndice 2); y en los bioensayos de seguimiento para separar el principio
activo se utilizé la microtécnica de dilucién en caldo de Koneman (apéndice 4). En los
bioensayos preliminares se utilizaron los preparados herbales antes descritos, cada

bioensayo se realizé por triplicado.

lll. EVALUACION CUANTITATIVA

Para determinar [a concentracion minima inhibitoria (CMI) y la concentracién
bactericida media (CBM) se utilizo el método modificado de dilucion en agar (ver apéndice
3), y la microtecnica de dilucién en caldo (ver apéndice 4) (Koneman, 1985) cada

bioensayo se realiz por triplicado.
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IV. AISLAMIENTO Y ELUCIDACION DE LOS PRINCIPIOS ACTIVOS.

Se realiz6 una colecta secundaria (Julio-Agosto 1997), de la cual se obtuvieron 7 Kg

de planta seca, con la que se realizé lo siguiente:

1. Extraccion. Los extractos se obtuvieron por medio del lavado con los diferentes

solventes a utilizar del extracto hecho con etanol. (ver apéndice 5).

2. Aislamiento. Para separar los compuestos activos, se usaron técnicas cromatograficas
de columna y de placa fina. Las caracteristicas de ellas se describen en el apéndice 5.

3. Elucidacion de las estructuras. La determinacién de las estructuras se llevd a cabo
mediante los estudios espectroscopicos siguientes: espectro de absorcién en la regién del
ultravioleta y visible (200-800- nm), espectrometria de masas y resonancia magnética
nuclear, el equipo y las condiciones de analisis se explican en el apéndice 5.
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RESULTADOS Y ANALISIS

| OBTENCION DE LA PLANTA.

Como se indicd anteriormente, la planta fue colectada en los alrededores de la
E.N.E.P. Iztacala durante los meses de julio a agosto (1996 y 1997), ios datos generales
de la planta se observan en los cuadros 3 y 4.

CUADRO 3
DATOS GENERALES DE LA PLANTA ESTUDIADA

Nombre cientifico Alternanthera caracasana HBK
Numero de registro 12136
Nombre comin Tianguis
Familia Amaranthaceae
CUADRO 4
DATOS ETNOBOTANICOS DE LA PLANTA ESTUDIADA
Nombte cientifico Alternanthera caracasana HBK
Parte usada de la planta Toda la planta
Forma de preparacion Infusion
Epoca de colecta julio-agosto 1996 y 1997
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Il BIOENSAYOS PRELIMINARES

Para estos bioensayos se obtuvieron diferentes extractos (desde baja hasta alta

polaridad), dando los siguientes resultados en cuanto al rendimiento:

TABLA 1
RENDIMIENTO OBTENIDO DE SOLIDOS SOLUBLES DE A. caracasana CON
DIFERENTES SOLVENTES, EL RENDIMIENTO (%) SE CALCULO CON RESPECTO A
1 Kg DE PLANTA SECA.

EXTRACTO RENDIMIENTO (g) RENDIMIENTO %
Hexanos 6.2 0.62
Cloroformo 34 0.34
Acetato de etilo 0.9 0.09
Acetona 0.8 0.08
Metanol 29.5 2.95

En la tabla anterior se puede observar que con el extracto de metanol se obtuvo el
porcentaje mas alto de rendimiento (2.95%) y los extractos de acetona y acetato de etilo
los porcentajes mas bajos de rendimiento (0.08 y 0.09% respectivamente).

Para determinar la actividad antimicrobiana, cada uno de los extractos obtenidos se

ensayaron con 14 diferentes cepas de bacterias y con una de hongos, obteniéndose los
resultados que se observan en la tabla 2.
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Es importante recordar que en cada ensayo se probé un control negativo con
el soivente correspondiente y se observd crecimiento bacteriano en todos éstos. Para

el control positivo se utilizaron discos de Kanamicina (30 pg/ml).

Segun los resultados expuestos en la Tabla 2 es evidente que los extractos
que tuvieron actividad sobre los diferentes microorganismos fueron los extractos de
metanol, acetona y acetato de etilo; estos tres extractos fueron activos para S.
aureus y S. epidermidis, ademas los extractos de acetona y acetato de etilo fueron
activos para B. Subtilis, S. lutea y Vibrio cholerae No-01. En las 9 cepas bacterianas
restantes y en la de hongo no hubo actividad.

Para determinar si habia diferencias estadisticamente significativas entre la
actividad de los extractos, se aplicd una prueba de ANOVA (P<0.0008). tomando
como factores a los extractos (con 4 niveles: metanol, acetona, acetato de etilo y
kanamicina) y bacteria (con cinco niveles: S. aureus, S. epidermidis, B. Subtilis, S.
lutea y V. cholerae No-01). Con esta prueba se determind que si existian diferencias
significativas entre la actividad de los extractos, es decir los extractos que resultaron
positivos presentan un grado de actividad diferente entre si; ademas el halo de
inhibicién de los extractos con respecto a los halos de Kanamicina (control positivo)
para cada tipo de bacteria si son estadisticamente significativos, esto es que la

inhibicion del crecimiento de las bacterias se debe al efecto del extracto.

Una representacién grafica de la actividad de los extractos sobre las 5 cepas
bacterianas se puede observar en la grafica 1.

43



HALO DE INHIBICION (mm)
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GRAFICA 1. EXTRACTOS ACTIVOS SOBRE
LAS 5 CEPAS BACTERIANAS SENSIBLES
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En esta serie de graficas, se puede observar que el extracto de acetato de
etilo presentdé mayor actividad, pero como la diferencia en el diametro del halo es
so6lo alrededor de 1 mm , se puede decir que tanto el extracto de acetona como el de

acetato de etilo presentaron la misma actividad.

Una vez que se encontré cuales extractos presentaron actividad
antimicrobiana, se procedié a determinar la concentracion minima inhibitoria (CMI) y
la concentracion bactericida media (CBM) de cada uno de los extractos activos. Los
resultados se muestranen las tablas 3y 4

TABLA 3
CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA Y BACTERICIDA MEDIA
DEL EXTRACTO DE METANOL
BACTERIA
[ ]1mg/ml S.aureus S. epidermidis

0.075 na na
0.125 na na
0.250 na na
0.5 na na
1.0 na na
1.5 CMi na

2.0 CBM CBM
control negativo na na

na = no activo; CMI = concentracion minima inhibitoria; CBM = concentracion

bactericida media.

En la tabla 3 se puede observar que la concentracién minima inhibitoria (CM!)
para S. aureus se encontré en 1.5 mg/ml del extracto de metanol y la concentracion
bactericida media (CBM) en 2.0 mg/ml. Para S. epidermidis la CBM se encontré en
2.0 mg/ml de extracto de metanol y la CMI debe ser mayor de 1.5 mg/ml y menor de
2.0 mg/ml
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Para el extracto de acetona la CMI y CBM no se encontraron en ninguna de

las concentraciones ensayadas, es decir estan por arriba de 2 mg/ml.

CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA Y BACTERICIDA MEDIA
DEL EXTRACTO DE ACETATO DE ETILO

TABLA 4

BACTERIA

[ ] mg/mi S. au S. epi B. sub S. lu V. ch No-01
0.075 na na na na na
0.125 na na na na na
0.25 na na na na na
0.5 na na na na na
1.0 CMI na na na na
1.5 CBM na na CMi CMI
2.0 + CMI na + CBM

na = no activo; CMI = concentracién minima inhibitoria; CBM = concentracién

bactericida media.

En la tabla 4 se observa que el extracto de acetato de etilo es el mas activo,

para S. aureus, la CMI esta en 1 mg/ml y la CBM en 1.5 mg/ml; para S. epidermidis

la CMI esta en 2 mg/ml y la CBM por arriba de este valor; para S. Jufea la CMI esta

en 1.5 mg/ml y la CBM esta por arriba de 2.0 mg/ml; para V. cholerae No-01 la CMI

esta en 1.5 mg/ml y la CBM en 2.0 mg/mi; finalmente para B. subtilis la CMIl y la CBM

estan por arriba de 2.0 mg/ml.
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I AISLAMIENTO DE LOS COMPUESTOS ACTIVOS

De los extractos con actividad antibacteriana se obtuvieron en la segunda
extraccion a partir de 7 Kg de planta seca 3.08 g (0.044%) para el extracto de acetato
de etilo, 3.37 g (0.048%) para el de acetona y 170.072 g (2.43%) para el de metanol.

Del extracto de acetato de etilo que fue el que tuvo los valores mas altos de
halos de inhibicion (13.67 = 1.15), se procedié a separar los compuestos activos,
para lo cual se selecciond la fase mévil y la fase estacionaria mas adecuada para
separar mediante cromatografia en placa fina (CPF) dichos componentes. Estos
parametros fueron utilizados posteriormente en la elaboracion de la cromatografia en
columna para separar los diferentes compuestos y asi poder evaluar su actividad
biologica. Ei adsorbente utilizado en la separacién fue silica gel malla 70-230 y, la
fase estacionaria estuvo formada por hexanos y las fases moviles se obtuvieron por
prueba de ensayo y error.

La fase movil para la primer cromatografia fue cloroformo-acetato de etilo-
hexanos 1.5-0.5-0.5, con lo cual se obtuvieron 9 fracciones (Tabla 5), con éstas se
realizo el bioensayo utilizando la microtécnica de dilucién en caldo y aplicando 1 mg
de extracto /ml de caldo, con las 5 cepas en donde el extracto fue activo (Tabla 6).
Como control positivo se utilizé Lincomicina 30 pg/mi. El control negativo consistié en

2 pl de acetato de etilo en 100 ul de caldo. Cada bioensayo se realizé por triplicado.
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TABLA 5 RENDIMIENTO DE LAS FRACCIONES DEL EXTRACTO DE ACETATO
DE ETILO, 3.08 g (A PARTIR DE 7 Kg DE PLANTA SECA) OBTENIDAS DE LA
CROMATOGRAFIA EN COLUMNA. Silica gel malla 70/230; fase moévil
cloroformo-acetato de etilo-hexanos 1.5-0.5-0.5

FRACCION RENDIMIENTO (g) RENDIMIENTO (%)
1 0.45 6.43x 107
2 0.18 2.57 x 107
3 0.06 8.57 x 107
4 0.07 1.00x 107
5 0.1 1.43x 107
6 0.13 1.86x 107
7 0.07 1.00 x 107
8 0.014 2.00 x 10°
9 0.05 7.14x 107
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TABLA 6. ACTIVIDAD DE LAS FRACCIONES DEL EXTRACTO DE ACETATO DE

ETILO.

F RACCI ON

BACTERIA 1 2 3 4 5 6 7 9
S.au - + + - + - - ¥
S. epi - + + + + - - +
S.lu - + + - - - - ¥
B. sub - + + + + - - +
V.ch - + + + - - - +
No-01 /

Control positivo lincomicina 30 pg/mil
Control negativo 2 ! de acetato de etilo en 100 ul de caido

Cada bioensayo se realiz6 por triplicado.
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Como se muestra en la Tabla 6, las fracciones 2, 3 y 9 son las que
presentaron actividad en las 5 bacterias ensayadas (S. aureus, S. epidermidis, S
futea, B. Subtilis y V. cholerae No-01. La fraccidn 9 fue la de menor rendimiento (50
mg) por lo que ya no se le considerd en ensayos posteriores. Las fracciones 3, 4 y5
se juntaron porgue presentaron manchas con Rf muy semejante. Por lo tanto de las 9
fracciones inicialmente obtenidas se redujeron a dos (Tabla 6), siendo las fraccién
formada por la union de las fracciones 3, 4 y 5 la de mayor rendimiento (230 mg).

La fraccion 2 (180 mg) se recromatografié en una placa preparativa utilizando
la fase moévil cloroformo-acetato de eftilo-hexanos 1.5-0.5-0.5, de lo cual se
obtuvieron 8 fracciones (Tabla 7), que se bioensayaron y las que tuvieron actividad
fueron las fracciones il, ll; IV y VIl sobre las 5 bacterias.

TABLA 7. BIOENSAYO DE LAS FRACCIONES OBTENIDAS AL
RECROMATOGRAFIAR LA FRACCION 2 ACTIVA DEL EXTRACTO DE ACETATO
DE ETILO. Concentracion del sensidiscos 1 mg/mi

F R ACCI ON

PACTERA I ] i v Vv VI Vil Vil
S. au + + + + - + ¥ :
S. epi - + + + - + + -

S.u - + + + - - + N
B. sub - + + + - - + +
V.Ch + + + + - + + N
No-01
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Como la fraccion IV sélo disminuyd el crecimiento bacteriano, sélo se procedid
a recromatografiar las fracciones I, il y VIi.

Cada fraccion se analizé mediante cromatografia de liquidos de alta resolucion
y se observo que cada una de ellas presentaba varios compuestos, por lo que se
procedi6 a recromatografiar en placa preparativa usando como fase mévil
cloroformo-acetato de etilo-hexanos 1.5-0.5-0.5 obteniéndose de la fraccion Ii, 9
manchas, las cuales se bioensayaron y sélo se tuvo actividad en la fraccién |l-2
(Tabla 8).

TABLA 8. BIODENSAYO DE LAS FRACCIONES OBTENIDAS AL
RECROMATOGRAFIAR LA FRACCION Il ACTIVA DE LA FRACCION 2 DE

ACETATO DE ETILO.
FRACCION ACTIVIDAD
-1 -
i-2 +
De ll-3 all-9 -

En la Tabla 9, se observa que al recromatografiar la fraccion lil, se obtuvieron

6 manchas, siendo la fraccion 111-2 la Ginica que tuvo actividad.
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TABLA 9. BIOENSAYO DE LAS FRACCIOONES OBTENIDAS AL
RECROMATOGRAFIAR LA FRACCION Il ACTIVA DE LA FRACCION 2 DE

ACETATO DE ETILO.
FRACCION ACTIVIDAD
-1 -
-2 +
De llI-3 a 116 -

De 1a fraccion Vil se obtuvieron 11 manchas, pero sélo hubo actividad en las
fracciones VH-1 y VIi-2 (Tabla 10).

TABLA 10. BIOENSAYO DE LAS FRACCIONES OBTENIDAS AL
RECROMATOGRAFIAR LA FRACCION VIi ACTIVA DE LA FRACCION 2 DE
ACETATO DE ETIL.O

FRACCION ACTIVIDAD
ViI-1 4+
Vii-2 +
De VII-3 a VII-11 -

‘A partir de las fracciones 3, 4 y 5 que se obtuvieron en la primera
cromatografia, se realizdé una nueva separacion cromatografica en placa preparativa
usando como fase movil cloroformo-acetato de etilo-hexanos 1.5-0.5-0.5, de ésta se
obtuvieron 14 manchas (Tabla 11), y soélo las fracciones A-2 y A-3 tuvieron actividad.
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TABLA 11. BIOENSAYO DE LAS FRACCIONES 3,4 Y 5 ACTIVAS DEL
EXTRACTO DE ACETATO DE ETILO

FRACCION ACTIVIDAD
A-1 -
A-2 +
A-3 +
De A-4 a A-14 -

Una vez obtenidas las fracciones activas se procedidé a determinar su
rendimiento (Tabla 12).

TABLA 12. RENDIMIENTO DE LAS FRACCIONES ACTIVAS DEL EXTRACTO DE
ACETATO DE ETILO (A PARTIR DE 7 Kg DE PLANTA SECA).

[ FRACCION PESO (mg) % (X107
-2 y 112 18.0 3.6
Vil-1 6.1 122
ViI-2 6.1 1.22
A-2 16.9 3.38
A-3 11.3 2.26
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Se presumia de la pureza de las fracciones que se observan en la tabla 12,
porque al correr la cromatografia en placa fina, se observo una mancha ovalada de
cada fraccién, por lo que se corrieron los espectros de masas de cada una de estas
fracciones obtenidas, pero resulté que ninguna estaba pura, puesto que en dichos
espectros salian muchos picos que indicaban impureza, tomando en cuenta el bajo
rendimiento de estas fracciones se tomo la desicién de lavar el extracto de acetona
(3.37 g, 0.048%) con acetato de etilo para extraer las colas de los compuestos
activos, de esta extraccion se obtuvieron 2.34 g de rendimiento, con ésto se realizd
una cromatografia en columna (fase movil cloroformo-acetato de etilo-hexanos
1:1:1), de la que se obtuevieron 9 fracciones (Tabla 13).

TABLA 13. RENDIMIENTO DE LAS FRACCIONES DEL EXTRACTO DE
ACETONA LAVADO CON ACETATO DE ETILO, OBTENIDAS DE LA
CROMATOGRAFIA EN COLUMNA. (SILICA GEL MALLA 70/230, FASE MOVIL
CLOROFORMO-ACETATO DE ETILO-HEXANOS 1:1:1).

Fraccién Rendimiento (mg) Rendimiento %
1 56 4 8.1 x10*
2 27.4 39x10*
3 75.7 1.1x10°
4 520.7 7.4x10°
5 5.1 7.3x10°
6 13.4 1.9x 107
7 22.0 3.1x107
8 220 3.1x10°
9 3252 46x10°

Con estas fracciones (Tabla 13) se realizd un bicensayo utilizando la
microtécnica de dilucién en caldo (Koneman, 1985) aplicando 1 mg de extracto/ml de
caldo, con las cinco cepas sensibles. Como control positivo se utilizé lincomicina 30
mg/ml. El control negativo consistio en 2 ul de acetato de etilo en 100 pl de caldo,

cada bioensayo se realizo por triplicado. Es necesario aclarar que las fracciones 5y
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6 debido a su escaso rendimiento se ensayaron s6lo con dos bacterias (S. aureus y
V. cholerae — No 01). Los resuitados se observan en la tabla 14.

TABLA 14. ACTIVIDAD DE LAS FRACCIONES DEL LAVADO CON ACETATO DE
ETILO DEL EXTRACTO DE ACETONA.

Fraccion

Bacteria 1 2 3 4 5 6 7 8 9
S. au + + + + + - - _ +
S. epi - - - + - - -
S.iu - - - + - - -
B. sub - - - + - - -
V.ch.No- - + + + - - - - -
01

Afortunadamente, una de las fracciones con mayor rendimiento (fraccion 4 con
520.7 mg) fue la de mayor actividad. Esta fraccidon se recromatografié en columna,
iniciando como fase moévil con la mezcla de cloroformo-hexanos (1.5:1), continuando
con cloroformo-acetona 2:0.5, cloroformo acetona 2:1, cloroformo-acetona 1:1,
cloroformo-metanol 2:1 y metanol. De esta cromatografia se obtuvieron 7 fracciones
mas (Tabla 15) a las cuales se les evalud la actividad de acuerdo a la microtécnica
de dilucién en caldo (Koneman, 1985) resultando que las fracciones 3, 4 y 6 sdlo
disminuyeron el crecimiento de las bacterias. La fraccién 5 produjo la mayor
actividad, por lo cual se decidid6 recromatografiar esta fraccion en una placa
preparativa, utilizando como fase movil cloroformo y corriendo dos veces la placa. De
esta cromatografia se obtuvieron 7 manchas, de las cuales s6lo una tuve actividad, la
fraccion activa cristalizé y el rendimiento fue de 12.4 mg (1.71 x 10™%), esta fraccidn
ya estaba pura, por 10 que se procedié a realizar estudios especiroscopicos para

determinar su estructura quimica.
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TABLA 15. RENDIMIENTO DE LA RECROMATOGRAFIA DE LA
FRACCION 4. EL CALCULO DEL PORCENTAJE ES CON RESPECTO A
7 Kg DE PLANTA.

Fraccion Rendimiento (mg) Rendimiento %
1 82.8 1.18 X 10°
2 97.6 1.39 X 107
3 18.0 2.57 X 10
4 67.7 9.67 X 10™
5 35.8 511 X107
6 446 6.37 X 10™
7 50.4 7.2 X 10




IV ELUCIDACION DE LA ESTRUCTURA QUIMICA DEL COMPUESTO CON
ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA.

Para confirmar si la fraccién activa estaba pura, se corrié una cromatografia en
placa fina, usando como fase mdvil cloroformo. Al observar bajo luz UV a 320 nm, se
detecté una sola mancha, de forma ligeramente ovalada que fluorescia de color azul
muy intenso. También se reveld con yodo y solo aparecié una mancha, esto indicod
que el compuesto estaba puro. Posteriormente se realizaron los siguientes estudios
fisicos y espectroscopicos: punto de fusion, espectro de absorcién en el ultravioleta,
resonancia magnética nuciear de protones (RMN'H), resonancia magnética nuclear
de carbono 13 (RMN'C) y espectrometria de masas.

En la tabla 16 se dan los datos de algunos parémetros evaluados de la
fraccién activa.

TABLA 16. PARAMETROS DE LA FRACCION ACTIVA PURA OBTENIDA DE LA
PLANTA Alternanthera caracasana.

Rendimiento 12.4 mg (1.77 x 107%)
R: (CPF, silica gel 60 F 254 y; fase
mavil cloroformo) 0.55
Fluorescencia UV 320 nm Azul intenso
Punto de fusion 115-119°C

Como se observa en la tabla anterior, el rendimiento de ia fraccion activa (12.4
mg) es muy escaso, pero suficiente para poder llevar a cabo los estudios de
espectrometria. En la placa preparativa la mancha se localizé un poco por arriba de
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ia mitad del frente del solvente (cloroformo) pues se obtuvo un R de 0.55. El color
azui intenso observado bajo luz UV a 320 nm indicd que posiblemente el compuesto
estaba conformado por anillo aromatico conjugado. Al evaluar el punto de fusion se
observd que éste fue de 115°C a 119°C, lo anterior muestra que el compuesto tiene
un grado de pureza aceptable.

Los resultados obtenidos de los espectros son los siguientes.

ABSORBANCIA

FIGURA 8. ESPECTRO UV DEL COMPUESTO CON ACTIVIDAD
ANTIMICROBIANA AISLADO DE A. caracasana.

En el espectro de absorcién UV (Figura 8), se observa un maxime de absorcién en
imax 320.42 nm, lo cual sugiere que se trata de un compuesto aromatico,
probabiemente una cumarina pues éstas absorben a alrededor de 320 nm en luz
ultravioleta (Murray, 1878; Harbone, 1989).
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FIGURA 9. ESPECTRO DE RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR DE
PROTONES (RMN'H) DEL COMPUESTO CON ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA
AISLADOQ DE A. caracasana.

El espectro de RMN'H (Figura 9), se registro utilizando tetrametil-silano como

referencia.

En 3.88 ppm, se observa un singulete que integra para tres protones,
caracteristico de gfupo metoxilo (CH3O-). En 4.83 ppm es la sefial del metanol
deuterado gue se utilizé como solvente. En 6.239 ppm (valor promedio de 6.223 ppm
y 6.255 ppm) se tiene la sefal dei protén vinilico del hidrégeno del C-3. Entre 6.893
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ppm a 6.945 ppm (valor promedio igual a 6.917 ppm) se puede observar un
muitiplete que es el resultado de los protones de los hidrégenos de los C-8 y C-5,
aunque el hidrogeno del C-5 es parte de anillo bencénico, su sefial se separa de los
hidroégenos de los carbonos seis y ocho, debido a que el oxigeno del grupo metoxilo
tiene un efecto inductor y por lo tanto se desplaza a campo alto.

Finalmente en 7.525 ppm (valor promedio de 7.511 ppm y 7.539 ppm) aparece
la sefial del protdn del hidrégeno del C-6 que se observa como un doblete ai igual
que en 7.873 ppm (valor promedio de 7.857 ppm y 7.889 ppm) sefal del protdn del
hidrégeno del C-4, estos dos protones corresponden a sefiales en campos bajos
puesto que son protones desprotegidos, ya que en el benceno los electrones © est