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Introduccion

1. INTRODUCCION

Durante algin ticmpo la busqueda de nucvos agentes antimicrobianos de origen vegetal se vio
sensiblemente disminuida debido a la gran revolucién ocasionada por los antibidticos de origen
microbiano (Cowan. 1999; Miller y Gereau, 2000; Newman e? al., 2000). Sin embargo, en los ultimos
afios, el interés por los agentes antimicrobianos derivados de plantas ha resurgido notablemente.
Muchas razones han contribuido a este hecho, destacandose la aparicion de un sin nimero de especies
resistentes a los fz'lrmacps de uso actual. Asi mismo, el interés por desarrollar farmacos antimicrobianos
mas potentes y eficaces ha motivado la busqueda de nuevos productos de origen natural. Cabe destacar,
que en la medicina aé:tunl se ha incrementado el uso de antimicrobianos y otros productos derivados de
plantas, ya que algunos antibiéticos tradicionales se han vuelto poco efectivos para el tratamiento de
enfermedades inféccioéas y virales. El creciente interés por cste tipo de productos se debe a varias
razones: En primer lugar, las plantas constituyen un recurso natural abundante; asi, se estima que
existen entre 250,000 y 500.000 especies de plantas en la Tierra y tan solo un pequeiio porcentaje de
éstas (~1-10%) son utilizadas por el hombre y algunas especies animales como alimento. y es posible
que un porcentaje mayor sea empleado con fines medicinales. Asi mismo, el aumento en el namero de
personas afectadas por ¢l virus de inmunodeficiencia humana (VIH) y otras enfermedades infecciosas
ha motivado un incremento en las investigaciones sobre plantas con mira al descubrimiento de agentes
antimicrobianos. El uso de técnicas microbiolégicas contemporaneas ha permitido comprobar que los
extractos de plantas superiores de diversos géneros y familias poseen una actividad notable en contra
de numerosas bacterias v hongos patogenos (Chattopadhyay er al.. 2001; Eloff. 1998; Fyhrquist ef al.,
2002; Karaman e? al., 2003; Kokoska et al., 2002; Miller y Gereau, 2000; Penna et al., 2001; Pontillo et
al.. 2001: Pundarikakshudu, ef al.. 2001; Rabanal er al.. 2002; Tegos er al., 2002).

En este crcciente interés por los agentes antimicrobianos de origen vegetal, la medicina
alternativa ha desempefiado un papel fundamental como criterio para la seleccion de plantas con
principios antisépticos potenciales; de tal manera que se estima que el 74% de las plantas o productos
derivados de ellas, scleccionadas por medio de este criterio han resultado activas como agentes
antisépticos (Fyhrquist ef al.. 2002: Miller y Gereau. 2000;). En el caso particular de México, un pais
con una gran diversidad vegetal y una gran tradicion en el uso de plantas con fines medicinales, muchas
son las especies que gozan de reputacion tfolklorica como agentes antisépticos. lnvestigaciones
recientes indican que ¢l 78% de las plantas medicinales mas frecuentemente utilizadas por las

comunidades rurales, se¢ emplean para prevenir o curar enfermedades de origen microbiano
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destacandose las de la piel, las gastrointestinales y las respiratorias. En consecuencia. la flora medicinal
de México ofrece buenas perspectivas para el descubrimiento de nuevos agentes con propiedades
antisépticas (Rojas ef al., 2001).

Para la determinacién de la actividad antimicrobiana se emplean los métodos de dilucion y
difusién en agar. En general, los ensayos biolégicos se realizan con una serie de microorganismos de
prucba que incluyen bacterias Gram positivas (Bacillus ‘subtilis y Staphylococcus aurcus), Gram
negativas (Escherichia coli, Salmonella typhi y Pseudomonas aeruginosa), levaduras (Candida
albicans) y hongos (Aspergillus niger y Trichophyton mentagrophytes). tanto resistentes como
susceptibles.

La susceptibilidad de los microorganismos de prueba al agente potencial antimicrobiano se
determina en dos fases: cn la primera se realiza un ensayo cualitativo primario que permite detectar la

presencia o ausencia de actividad. En la segunda, se cuantifica la potencia relativa (Koneman, 1989;

Romero, 1994; Vanden Berghe er al.. 1991). Para realizar ¢l ensayo primario se uti

za generalmente, el
método de difusidon en placa de agar, en el cual las muestras a evaluar (extractos, fracciones o
compuestos puros) contenidas en un reservorio se ponen en contacto con un medio apropiado
previamente inoculado con el microorganismo de prueba. El ensayo sc realiza en placas de Petri o cn
placas de 98 pozos: después de un periodo de incubacion adecuado se examina la placa en busca de
zonas de inhibicién del crecimiento microbiano alrededor del reservorio (Paxton, 1991; Stermitz ef al.,
2000: Vanden Berghe er al.. 1991). En cambio. para cuantificar se emplea el método de diluciéon en
agar, que permite calcular la concentracion inhibidora minima (CIM) de los productos ensayados. Los
compuestos naturales se clasifican como antimicrobianos con base en pruebas de susceptibilidad que
permiten establecer su concentracion inhibidora minima (CIM). considerindose como activos aquellos
con CIMs comprendidas en el intervalo entre 100 y 1000 pg/mL. Un compuesto que es sintetizado
como respucsta a una invasién patégena y que se requiere para proteger a la planta pero que muestra
una pequeiia actividad en pruebas de susceptibilidad in virro no constituye r iamente un
antimicrobiano (Rabanal ef al., 2002).

1)

L.a mayoria de los metabolitos secundarios muestran una actividad considerable contra bacterias
Gram (+) pcro no contra Gram (-) y levaduras. Este comportamicento se debe a que las bacterias Gram

(-) y las levadura estan cubiertas por una membrana que posee una estructura tal que impide el paso de

los compuestos antimicrobianos; en cambio. las bacterias Gram (+) pr una v b que

permite ¢l paso de dichos compuestos. Aunado a esto, las bacterias Gram (-) poseen proteinas
resistentes a los farmacos que se encargan de expulsar cualquier producto gue pudiera penctrar a través

2
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de la membrana externa de la bacteria. Esta ltima es la principal razén por lo que en la actualidad los
antimicrobianos de origen vegetal no son utilizados de mancra sistematica como antibidticos (Tegos e
al.. 2002). Sin embargo, recientemente varios grupos de investigadores demostraron que algunos
extractos vegetales contienen sustancias capaces de inhibir estas proteinas, lo cual explica la eficacia de
muchos extractos utilizados como agentes antisépticos en las priacticas medicas popularcs (Stermitz er
al., 2000; Tegos ez al., 2002).

En la actualidad las investigaciones conducentes a la obtencion de principios activos vegetales
se realizan mediante estrategias biodirigidas (Eloff. 1998; Miller y Gereau, 2000; Taylor ef al., 1995)
empleando un bicensayo conveniente para guiar el aislamiento de los constituyentes bioactivos, sin
importar sus propiedac‘ie's'l.‘]uimiclas o sus concentraciones rclativas en los extractos. Los estudios
biodirigidos.. garantizan la obu_:pcién de compuestos bioactivos, muchos de los cuales pueden ser
estruclu}almeﬁte.novcdoso§'éohtribuyendo no solamentc al campo de la quimica farmacéutica, sino
también a otp"hsﬁfcaé ‘mas 'ésbééiﬁcas del conocimiento de los productos naturales (Eloff, 1998;
Famswaorth, 1991 Miller y Gereau, 2000).
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2. ANTECEDENTES
2.1. ANTECEDENTES DE LA ESPECIE Alvaradoa amorphoides.

La espccie Alvaradoa amorphoides Liebm, pertencciente a la familia Simaroubaceae, es un
arbusto grande de 2 a 8 metros de altura, pudiendo alcanzar los 15 metros (Figura 1a; Martinez, 1990).
La corteza es de color gris y 1a mayoria de las veces lisa, sus racimos fcmeninos son ruy densos con
un arreglo similar al de un penacho. Sus flores son pequefias verdes o blanquecino-amarillentas y se
presentan en racimos largos; el fruto es una samara alargada color rosado y densamente ciliado (Figura
1b).

Alvaradoa amorphoides florece en los meses de Septiembre a Octubre. Su hédbitat se encuentra
en las sclvas bajas caducifolias y perennifolias, cntre 385 y 1,370 metros sobre nivel del mar, En
Meéxico se distribuye en los estados de Chiapas. Chihuahua, Durango. Guerrero, Jalisco. Michoacian,
Qaxaca y Yucatin. Popularmente la poblacion de estas localidades denominan a la especie con
distintos nombres: palo de hormiga, pie de gallo. plumaijillo, peinccillo (Jalisco); camarén (Chiapas):
huachipil (Guerrero) ¢ Be-sink-ché (Yucatan).

En la literatura etnobotdnica se describe que la especie Alvaradoa amorphoides tiene diversos
usos en la medicina popular de México. Asi. en Yucatan la infusidon que se obtiene del cocimiento de la
corteza sc emplea contra la comezén, como ténico digestivo y como remedio para la tos. En Guerrero
las hojas se aplican a la picl para curar el mal del pinto. También la coneza molida se aplica localmente
para sanar las heridas y en algunos lugares se cultiva como planta de ornato (Martinez. 1990; Niembro,
1986: Villarreal, 1992).

Un estudio fitoquimico anterior de ésta especie permitié el aislamiento de varias antraquinonas.
las cuales se caracterizaron como ¢l crisofanol (1), la crisofaneina (2) y la pulmatina (3) [Giral er al..
1974]. Wayne y colaboradores (1999) estudiaron las partes aéreas de la especie relacionada Alvaradoa

J 158 C izando el crisofanol (1), la fisciona (4) y las alvaradoinas A (8) y C (6) como los

principales constituyentes de la especic. En el Cuadro 1 se muestran las estructuras de los metabolitos

secundarios aislados del género Alvaradoa.
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Cuadre 1. Mctabolitos secundarios aislados del género Alvaradoa.

COMPUESTO ESPECIE

REFERENCIA

HO [e] OH

0.0 Alvaradoa amorphoides
CHay Alvaradoa jamaicensis
o

Crisofanol (l)

HOH,C,

o
S AN .
HO
T OH ™o [ OH
O.C Alvaradoa amorphoides
CH,

o

Crisofaneina (2)

HOHM,
o 2C

OH
HO O o” HO

4ee

o

Alvaradoa amorphoides

CH3

Pulmatina (3)

Giral ef al., 1974
Wayne et al., 1999

Giral et al., 1974

Giral et al., 1974
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Cuadroe 1. Metabolitos secundarios aislados del género Alvaradoa (continuacion).

COMPUESTO ESPECIE REFERENCIA

HO ©O OH
O‘© Alvaradoa jamaicensis Wayne et al., 1999
CHLYO CHsy
(=]

Fisciona (4)

HO O oH

LI,

H ; i
o ococH, Alvaradoa jamaicensis Wayne ef al., 1999

OCOCHC(CHa)2

CHYy’

Alvaradoina A (5)

HO O OH

wW L I

HO o
HO. OCOCH,

OCOCHC(CH,)2

Alvaradoa jamaicensis Wayne et al., 1999

Alvaradoina C (6)
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2.2 ANTECEDENTES DE LA ESPECIE Hofmeisteria schaffneri.

El género MHofmeisteria p i a la tribu Eupatorieae de la familia Asteraceaes comprende
ocho especi todas endémi de México. En particular, Ia especie Hofmeisteria schaffreri (A. Gray)
King & Robinson se distribuye en los estados de Jalisco y San Luis Potosi, donde se conoce
popul como ambar. Hofmeisteria schaffreri habita en bi hd dos y chlidos; crece en

las grictas de las rocas, en filtraciones y salientes himedas, y la mayoria de las veces en las orillas de
los arroyos; florece en los meses de Febrero a Abril. En la medicina popular se utiliza para el
tratamiento de heridas y la infusion de sus hojas, sola 0 acompaifiada con toronjiles, se emplea como
agua de uso contra padecimi 0s del gastrod inal vomito, diarrea y dolor de estomago.
Es importante destacar que ninguna especie de este género ha sido objeto de estudios fitoquimicos 6
biolégicos previos.

Figura 2. Ejemplar de herbario de la especie Hofiweisteria schafferi.
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3. OBJETIVOS

Con base en las consideraciones indicadas en la parte introductoria acerca de la necesidad de
encontrar nucvos agentes antimicrobianos, el objetivo principal del presente trabajo de tesis es
determinar el potencial antibacteriano de los extractos y productos derivados de Alvaradoa
amoarphoides y Hofmeisteria schaffneri, con la finalidad de detectar nucvas fuentes naturales y

compuestos ltiles para el desarrollo de nuevos productos antimicrobianos de interés terap€utico.

Para'el cumplimiento del Obje‘tivv"ob general se contemplan los siguientes objetivos especificos:

i

seleccionadas

3. Camcler zar.los compuestos alslados de las fracciones activas mediante la aplicacion de

metodos qu|m| 0s. espectroscépicos y espectrométricos.

4. Evaluar los compuestos aislados aplicando la metodologia microbiolégica indicada en el

inciso dos.

5. Correlacionar en lo posible los resultados obtenidos con la informacion etnobotinica y/o

quimica previamente descrita cn la literatura.

6. Contribuir al conocimiento de los clementos constitutivos de la flora medicinal mexicana y.

en general, de la biodiversidad de México.
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4. PARTE EXPERIMENTAL
4.1. PROCEDIMIENTOS GENERALES.
4.1.1. Andlisis cromatograficos.

Para los anilisis dc cromatografia en capa fina tipo analitico (CCF) se utilizaron placas de
aluminio de distintas dimensiones recubiertas con una capa de gel de silice de 0.25 mm de espesor
(silica gel Kieselgel 60 Fas4 Merck). Para la separacién y purificacion de los compuestos por medio de
cromatografia en capa fina preparativa (CCFP) se utilizaron placas de vidrio de 20 cm x 20 cm
recubiertas con el mismo adsorbente, con un cspesor de 0.25 mm (silica gel 60 Fags Merck).

Para los analisis cromatograficos en columna abierta se¢ emplearon columnas de vidrio
empacadas con gel de silice (silica gel 60 Merck, tamaiio de particula 0.063-0.200 mm, malla de 70-
230 pm), empleando varios sistemas de clucién. Para visualizar las placas se utilizé una lampara de fuz
UV (onda corta: 254 nm: onda larga: 356 nm) y sulfato cérico como agente cromoégeno (la composicion
del sulfato cérico se resume en el Cuadro 2); para ¢l desarrollo del color las placas cromatogrificas se

calentaron cn una parrilla eléctrica con una temperatura aproximada de 110 °C.

Cuadro 2. Agente cromogeno utilizado para los analisis cromatograficos en capa fina.

Reactivo Composicién Referencia
12.0 g de sulfato cérico
Sulfato cérico 22.0 ml. de H,SOs Lowrey et al; 1993

350.0 g de hielo picado

4.1.2. Determinacion de las constantes fisicas, O pi y étricas de los

P F

productos naturales.

Los puntos de fusién se midicron cn un aparato Fisher-Johns y no estin corregidos. Los
espectros cn cl IR se registraron en un cspectrofotémetro de rejilla Perkin-Elmer, modelo 599B.
utilizando la técnica de pastilla de KBr o pelicula. Los analisis de espectrometria de masas se realizaron

en un espectrometro de masas HP 5890.
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Los espectros de Resonancia Magnética Nuclear Proténica (RMN-'H) y de Carbono 13 (RMN-
13C). sc registraron en un aparato Unity Inova, marca Varian VXR-300S, cl cual se operdé a una
frecuencia de 300 MHz; utilizando CDCl3 o DMSO como disolvente. Los desplazamientos quimicos se
expresan en ppm referidos al tetrametilsilano (TMS) que se utiliza como referencia intemna.

Los anilisis indicados anteriormente se realizaron en la Unidad de Servicios de Apoyo a la
Investigacion (USAI) de la Facultad de Quimica, UNAM.

4.2. MATERIAL VEGETAL.

La corteza de la especie Alvaradoa amorphoides se recolecté en Batopilas Chihuahua el 21 de
febrero del afio 2002. Las partes aéreas de la especie Hofmeisteria schaffneri se recolectaron en San
Luis Potosi en noviembre del 2002.

En el Herbario Nacional (MEXU) se depositaron ejemplares de referencia de ambas especies.
[Vouchers: R.Bye 21381 (Alvaradoa amorphoides), R.Bye & E.Linares 31018 (Hofmeisteria
schaffneri)]. La recoleccion e identificacion de dichas especies fue realizada por ¢ Dr. Robert Bye del
[nstituto de Biologia, UNAM,

E! material vegetal de ambas especies s¢ secO a temperatura ambiente y se fragmentd en un
molino Willey Modelo 4.

4.3. ENSAYOS BIOLOGICOS

4.3.1. Eval ion del p ial imi bi. para las especies Alvaradoa amorphoides y
Hofmeisteria schaffneri.

4.3.1.1. Microorganismos dc prucba y medio de cultivo.

Para la rcalizacion de los bioensayos se¢ emplecaron cepas de microorganismos ATCC (American
Type Culture Collection) que incluyen bacterias Gram positivas [Sraphylococcus aureus (ATCC
75923) y Bacillus subtilis (ATCC 6051)] y Gram negativas [Salmonella typhi (ATCC 9992v),
Escherichia coli (ATCC 10536) v Pseude INUS aerugil (ATCC 27853)).
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Los microorganismos empleados fueron proporcionados por el Cepario de la Facultad de
Quimica, UNAM.
Como medio de cultivo se utilizé agar nutritivo; este agar se rchidrato de acuerdo con las

indicaciones de la casa comercial y se esterilizé en autoctave a 121°C y 15 Ib/cm?, durante 30 minutos.

4.3.1.1.1. Determi ion del v 0 de células por Jio de) tiand turbidimétrico de
McFariand.

El nimero de bacterias en un medio liquido puede ser determinado por la comparacién visual de
su turbidez con la de un estindar turbidimétrico que representa un numero conocido de bacterias en
suspension. En el Cuadro 3 se enumeran los reactivos y las cantidades necesarias de las soluciones
requeridas para la preparacion del estandar turbidimétrico de McFarland. La turbidez generada por la
mezcla de los reactivos a una determinada proporcidn corresponde a un numero de células bacterianas

presentes en ¢l medio liquido (Bailey y Scott’s, 1990).

Cuadro 3. Estindar turbidimétrico de McFarland.

No. de tubo

0.5 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
BaCl; 1% (mL) 0.05 0.1 0.2 .3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 1
H,;SO, 1% (mL) 995 929 9.8 9.7 9.6 9.5 9.4 9.3 9.2 9.1 9
No. Células (x10"/mL) L5 3 6 9 12 is 18 21 24 27 30
4.3.1.2. Determi i6n de la acion critica de antibiéticos.

Antes de llevar a cabo la determinacion de la actividad antimicrobiana de los extractos y
compuestos puros, se realizé la determinacion de la concentracion inhibidora critica de los antibidticos
empleados como controles y que fueron seleccionados de acuerdo a las especificaciones de 1a literatura
(Catilogo ATCC). Para cllo se¢ utilizé ¢l método de difusiéon cn agar, empleando diferentes
concentraciones del antibidtico a ensayar y utilizando como reservorio discos de papel filtro (12 mm).

Estas pruebas permitieron determinar las concentraciones criticas de cada antibiético.

12
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4.3.1.2.1. Preparaciéon de los inoculos.

Los microorganismos de prueba se sembraron en tubos con medio de cultivo inclinado durante
24 horas a 37°C. El cultivo anterior se coseché con 3 mL de agua destilada estéril; | mL de esta ultima
suspension se sembré en un matraz Erlenmeyer que contenia 50 mL de medio sélido de agar nutritivo y
se¢ incubé durante 24 horas a 37°C. Posteriormente, este ultimo cultivo se cosecho con 10 mL de agua
destilada estéril. A partir del concentrado anterior se realizé una dilucién 1:19 y se ajusté visualmente

el nﬂméio de microorganismos a la turbidez correspondiente al estandar 0.5 de McFarland (Cuadro 3).
4.3.1.2.2. Preparacién de Ias concentraciones de antibiéticos.
En el Cuadro 4 se indica el disolvente empleado para la realizacién de la solucién stock y para

la preparacion de las soluciones de los antibioticos. Los antibiéticos utilizados como control positivo y

sus concentraciones empleadas para la determinacién de la concentracion critica se muestran en el
Cuadro 5.

Cuadro 4. Composicion de la disolucién buffer peptona-cloruro de sodio pH = 7.2

NaH,;PO, 356¢g
Na;HPO,. 2H:0 723 g
NacCl1 430g
Peptona cascina 1.00 g
Agua destilada 1000 ml.

Cuadro 5. Controles positivos utilizados en ¢l bioensayo.

. N cmaices Concentracién
Microorganismo Antibidtico (n2/disco)
Staphylococcus aurcus Ampicilina 10, 7.5, 5,2.5, 1
Salmonella tvphi Cloranfenicot 10,7.5.5.2.5,1
Escherichia coli Cloranfenicol 10.7.5,5,2.5. 1
Bacillus subtilis Estreptomicina 16.12,8,.4,0.8
Pseudomonas aeruginosa G icina 25.20, 15,10, 5
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4.3.1.3. Bioensayo.

Se inocularon 200 pL de la suspension bacteriana por cada 100 mL de agar nutritivo. Las placas
se prepararon agregando 10 mL de agar inoculado previamente con el microorganismo de prueba en
cada caja Petri.

Una vez solidificadas las placas de agar se colocaron cuatro discos en forma equidistante en
cada placa. Dos discos contenian 50 pl. del antibiético estandar y los otros dos contenian una
concentracion diferente (Figura 3). Las cajas se preincubaron durante 30 minutos a temperatura
ambiente y luego se incubaron por 24 horas a 37 °C. El ensayo se realizé por triplicado para obtener un
valor de CIM. Posteriormente, €l ensayo se realizé cuatro veces mas, para obtener un total de 5 valores
de concentracion critica para cada microorganismo, esto con el fin de poder realizar un tratamiento
estadistico y asi determinar la concentracion a utilizar en la evaluaciéon de los extractos y compuestos
puros. La concentracion de cada uno de los antibi6ticos de prueba seleccionados para su empleo como

control positivo se presenta en el Cuadro 6.

Concentracion

@ pg/disco) Solucion de

1 referencia
2.5

5 =T
7.5

10

@
©

HO0OW>

a (b)

Figura 3. Ensayo de difusion en agar: (a) Forma en que se colocaron los discos de papel filtro,

(b) concentraciones de los antibidticos a evaluar.
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Cuadro 6. Concentraciones criticas de los antibidticos empleados como control positivo.

Concentracion utilizada en el

N " [ Concentracion

Microorganismo Antibiético (ug/disco)
Staphylococcus aurens Ampicilina 0.6
Bacillus subtilis Estreptomicina 04
Escherichia coli Cloranfenicol 0.7
Salmonella typhi Cloranfenicol 0.9
Psendomonas aeruginosa Gentamicina 4.0

4.3.1.4. Determinacion cualitativa de la actividad antimi bi , por el étodo de difusién en

agar.

Para la determinacion de la actividad antimicrobiana de los extractos, fracciones primarias y
compuestos puros se siguid ¢l mismo procedimiento empleado para la determinacién de la
concentracion inhibidora critica de los antibidticos con algunas variantes. En cada caso se colocaron
dos discos de papel filtro de manera equidistante (Figura 4); los discos se impregnaron con 200 ul. del
extracto o de las fracciones primarias disucltos en DMSO conteniendo 1000. S00 y 100 pug en 200 puL.
Los compuestos también disueltos en DMSQO, se evaluaron a 100, 10 y 1 pug en 200pL.. Ademas se
utilizé el control positivo del antibidtico adecuado dependiendo del microorganismo de prueba, a una

concentracién mayor a la concentracion inhibidora critica determinada previamente.

Disco Disco
impregnado con impregnado con
cl antibidtico de la muestra de
referencia. prueba.

Figura 4. Evaluacién del potencial antimicrobiano para los extractos, fracciones primarias y

COMPUESIOS PUros.
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4.3.1.5. Determinaciéon de la concentracién inhibidora minima (CIM).

Los valores de CIM quc se presentan ¢n este estudio se¢ determinaron de acuerdo al tratamiento
de Linton. (Linton, 1983).
4.4. ESTUDIO FITOQUIMICO DE LA ESPECIE Alvaradoa amorphoides.

4.4.1. Preparacion del extracto.

El material vegetal seco y molido (4 kg) se extrajo mediante un proceso de maceracioén con 30
litros de una mezcla CH2Cl12:McOH (1:1) durante 15 dias. Al finalizar este tiempo el extracto resultante

se filtré y concentrd al vacio obteniéndose 132.9 g de extracto seco.
4.4.2. Fraccionamiento primario del extracto total de la corteza de Alvaradoa amorphoides.

El extracto seco (132.9 g) se sometid a un fraccionamiento primario mediante particiones
sucesivas utilizando CH,Clz, AcOEt y McOH acuoso (10%) como disolventes (Esquema 1).

Dec acuerdo con los cnsayos de difusién en agar. las fracciones primarias FOO1 y F002

concentraron la actividad antimicrobiana.

4.4.3. Fr i i dario de Ia fraccion activa F001.

La fraccion primaria activa FOO1 (15 g) se sometié a un fraccionamiento secundario mediante ¢l
método de cromatografia en columna abierta, utilizando como adsorbente gel de silice (329 g) y como
cluyentes hexano, hex-CHCl; (diversas proporciones), CH2Cl;, CHaCl,-MeOH  (diversas
proporciones). De este fraccionamiento se obtuvieron 240 fracciones de 120 mL cada una.
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Las fracciones obtenidas se monitorearon por cromatografia en capa fina. reuniéndose las que
presentaron similitud cromatografica. obteniéndose asi un total de 15 fracciones secundarias. En el
Cuadro 7 se resume este fraccionamiento.

Cada una de las fracciones resultantes se evalud mediante el empleo de la técnica cualilativa de
difusién en agar, encontrandose que la actividad antimicrobiana se concentraba en las fracciones FOO1-
X y FOO1-XV.

Material vegetal
Corteza de A/ el
(4 kg)

~ Extraccién via maceracién durante 15
dias con CH;Cl2:MeOH (1:1), 30 L
~ Filtrar y concentrar al vacio

! -

Extracto total Residuo vegetal
(1329 g) extrafdo

~ Fraccionamiento primario, via particion con
CH;Cl;, AcOEt y MeOH acuoso (10%)

CH.Cl; AcOEL MeOH acuoso (10%)
FOO1* Fooz~* FOO3
(15 g) (108) (100g)

* Fracciones activas

Esquema 1. Extraccién y fraccionamiento primario de la corteza de Alvaradoa amorphoides.

17
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Cuadro 7. Fraccionamiento secundario via cromatogratia en columna abierta de la fraccién FOO1 de

Alvaradoa amorphoides.

Fr i i de Proporcion (%) Fracciones Clave
elucién combinadas
1-26 Hexano 100 1-14 FOOi-1
27-38 Hex: CH,Cl, 90:10 15-26 FOO1-11
39-47 Hex: CH,Cl; 80:20 27-36 Fool-1n
48-56 Hex: CH:CI; 70:30 37-46 FOO1- 1V
57-177 Hex: CHCl» 60:40 47-58 FOOi- VvV
178-195 Hex: CH;Cl2 50:50 59-64 FOO1-V1
196-204 Hex: CHCI 40:60 65-74 FOO1-VII
205-210 Hex: CHCl; 20:80 75-94 FOO1-VIl
211-224 CHLCIy 100 95-101 FOO1-1X
225-230 CH,Cl2: MeOH 99:1 102-136 FOOl- X *
231-240 CH,Cl> : MeOH 50:50 137-140 FOO1- X]
141-151 FOO1-XI1
152-166 FOO1-X111
167-230 FOO1-X1V
231-240 FOO1-XV *

* Fracciones activas

4.4.3.1. Aisl i del crisof: 1 (1) y del B-sitosterol (7).

De la fraccion activa FO01-X precipitaron de manera espontanea 1.2 g de un sélido cristalino en
forma de finas agujas anaranjadas, con un punto de fusion de 200-201 °C, identificado como el
crisofanol (1) por comparacién con una muestra auténtica aislada de Rumex hymenosepalus (Guerrero
Analco y Martinez Luis. 2002).

De la fraccién FOOI-XII precipité un sélido blanco (676 mg). el cual se purificé por
recristalizacion. Este compuesto con punto de fusion de 141-143 °C se identificd como el B-sitosterol

(7) por comparacion con una muestra auténtica.
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4.4.3.2. Aisl i de 1a crisof: i (2), pulmatina (3) fisciona (4) y B-D-glucositosterol (8).

La fraccion secundaria activa FOO1-XV (5.7 g) se sometié a un fraccionamiento terciario via
cromatografia en columna abicrta utilizando como adsorbente 330.5 g de gel de silice desactivado
(10% H;0) y como eluyentes hexano-CH,Cl: (diversas proporciones), CHxCl: y CH2:Cl2-MeOH
(diversas proporciones). Se obtuvieron 175 fracciones de 100 mL, las cuales fueron agrupadas con base
en su similitud cromatogrifica en 12 fracciones terciarias (Cuadro 8). Las fracciones resultantes se

evaluaron, concentrandose la actividad antimicrobiana en las fracciones FOO1-XV-3 y FOO1-XV-9,

Cuadro 8. Resumen del fraccionamiento terciario via cromatografia en columna abierta de la

fraccién FO01-XV de Alvaradoa amorphoides.

Fr i i de Proporcion (%) Fracciones Clave
elucion reunidas
1-23 Hex-CH,Cl; 80:20 1-26 FOO1-XV-1

24-35 Hex-CH;Cl, 70:30 27-34 FOO1-XV-2
36-42 Hex-CH,CI, 60:40 35-49 FOO1-XV-3 *
43-48 Hex-CHCI; 50:50 50-63 FOO1-XV-4
49-57 Hex-CH,C!; 40:60 64-106 F001-XV-5
58-67 Hex-CHxCl; 30:70 107-115 FO01-XV-6
68-78 Hex-CHCl: 20:80 116-126 FOO1-XV-7
79-83 Hex-CH:Cl, 10:90 127-140 FOO1-XV-8
84-88 CH,CI; 100 141 FOO1-XV-9 *
89-99 CH,C1,-McOH 99:1 142-144 FOO1-XV-10

100-117 CH,C1;-MeOH 98:2 145-151 FOO1-XV-11

118-122 CH;C1,-McOH 97:3 152-175 FOO1-XV-12

123-127 CH;CI13-McOH 96:4

128-132 CH;Cl;-McOH 95:5

133-140 CH,C13-McOH 93:7

141-147 CH,C1,-MeOH 90:10

148-153 CHCl,-McOH 80:20

154-157 CH,C1;-McOH 70:30

158-162 CH:C1,-McOH 60:40

163-169 CH,Cl;-McOH 50:50

170-175 McOH 100

* Fracciones activas



Parte experimenial

De la fraccién FO01-XV-2 se obtuvieron cantidades adicionales (33.9 mg) de crisofanol (1).

La fraccién FOO01-XV-3 se sometiéo a una cromatografia en capa fina preparativa utilizando
como eluyente Hex-CH2Cl> (6:4, 3 veces). Este proceso permitioé el aislamiento y purificacion de 5.8
mg de fisciona (4) como un sélido amarillo con un punto dec fusién de 198-200 °C. De manera
adicional, se obtuvieron 5 mg de crisofanol (1).

Asi mismo, la aplicacion de la técnica de cromatografia preparativa en capa fina de la fraccion
FO01-XV-9 utilizando como sistema de elucion CH2Cla-MeOH-Ac. acético (85:5:10, 3 veces) permitio
el aislamiento y purificacion de 15 mg de crisofaneina (2) y 10 mg de pulmatina (3), las cuales se
identificaron mediante el analisis de sus constantes espectroscopicas y espectrométricas.

Por ultimo, de la fraccion FO01-XV-9 precipitd de manera espontinea un sélido blanco (51 mg),

identificado como B-D-glucositostero! (8) por comparacidén con una muestra auténtica (Morales, 2003).

4.4.4. Aisl iento del crisof: 1 (1), crisof: i 2), pul ina (3) y PB-si ol (7) de la
fraccién activa primaria F002.

La fraccion primaria activa FOO2 (10 g) se sometié a un fraccionamiento secundario mediante el
método de cromatografia en columna abierta utilizando como adsorbente gel de silice (349 g) y como
eluyentes., CHCl; y CH,Cl1>-MeOH (diversas proporciones). Se obtuvicron un total de 230 fracciones
de 100 mlL. cada una. Aquellas fracciones que presentaron caracteristicas cromatograficas similares se
combinaron para generar 14 fracciones secundarias (Cuadro 9).

La actividad antimicrobiana se concentré en los grupos de fracciones F002-11 y FOO2-VIII de
acuerdo con los resultados del ensayo de difusién en agar.

A partir de la fraccién activa F002-1I se obtuvieron 42 mg adicionales de crisofanol (1). De la
fraccién inactiva FOO2-II1 cristalizaron espontaneamente 31.8 mg de f-sitosterol (7). Por ultimo, de la
fraccion activa FQO2-VIIil precipitaron espontineamente 500 mg de una mezcla constituida por los
glicosidos crisofaneina (2) y pulmatina (3).
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Cuadro 9. Resumen del fraccionamiento secundario de la fraccion primaria activa FO02 de la especie

Alvaradoa amorphoides.

Fracciones Sistema dc Proporciton (%) Fracciones Clave
clucién combinadas
1-32 CHCl2 100 1-4 F0O02- 1
33-38 CHC1;: MeOH 99:1 5-7 F0O02- 11 *
39-78 CH,Cly: McOH 98:2 8-21 FO0O02- Il
79-85 CH,Cl:: McOH 97:3 22-32 F0O02- IV
86-110 CH,Cly: MeOH 96:4 33-56 F002- VvV
111-135 CH;Cly: MeOH 95:5 57-64 F002-V1
136-154 CH,;Cl;: MeOH 94:6 65-89 Fo02-vVIi
1555-160 CH,Cl; : McOH 93:7 90-143 FOO2-VIII*
161-166 CH;Cl:: MeOH 92:8 144-164 F002-1X
167-173 CH;Cl;: McOH 90:10 165-176 Foo2- X
174-195 CH,Cly: MeOH 80:20 177-187 Fo02- XI
196-211 CH,Cl:: MecOH 70:30 188-198 F002-X11
212.218 CH,Cl;: MecOH 60:40 199.216 Foo02-X11
219-224 CH,Cl;: MeOH 50:50 217-230 F0O02-XIV
225-230 MeOH 100

* Fracciones activas

4.4.5. Prucbas quimicas para la identificacion de glicésidos.

4.4.5.1. Prucha dec Molish.

Se disolvieron 2 mg de los compuestos 2 y 3 en 3 mL de agua destilada de manera
independiente en un tubo de ensayo. A las disoluciones resultantes se adicioné 1 mL de una disolucién
ctandlica de a-naftol (10%). Posteriormente. se agregd por las paredes de cada tubo de ensayo dos
gotas de HaSO4 concentrado observiandose la aparicion de una coloracién violeta en la interfase. La
formacion del anillo violcta en la interfase ¢s indicativa de la presencia de carbohidratos. Se emplearon

glucosa y agua destilada como control positivo y blanco, respectivamente (Farias, 1993).
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4.4.5.2. Hidrél

is dcida de los compuestos 2y 3.

A 5 mg de los compucstos 2 y 3 se afiadié 1 mL de HCI 1N. La mezcla anterior se sometio a
reflujo durante 30 minutos. Al cabo de este tiempo, la disolucion acida se extrajo con CHCl2 (3 x 5
mL); la fase organica obtenida se extrajo sucesivamente con NaHCO; al 10% y agua, posteriormente.
se secd con NaSO, anhidro. La fase acuosa se utilizé para la deteccion cromatogrifica de los azicares.

Al concentrar la fase organica a sequedad se obtuvieron 2 mg de un producto idéntico al crisofanol.

4.5. ESTUDIO FITOQUIMICO DE LA ESPECIE Hofmeisteria schaffneri.
4.5.1. Preparacién del extracto.

El material vegetal seco (1.6 Kg) se extrajo mediante un proceso de maceracion con 20 L de una
mezcla CH,Cl2-MeOH (1:1). cl extracto resultante se filtré y concentrd al vacio obteniéndosc 350 g de
extracto scco. Posteriormente, se¢ determiné la actividad antimicrobiana del extracto resultante,

empleando la técnica cualitativa de difusion en agar.

4.5.2. Fraccionamiento primario del extracto de Hofmeisteria schaffneri y aislamiento de B-

sitosterol (7), B-caroteno (9) y cuparina (10).

El extracto seco resultante (350 g) se sometié a un fraccionamiento primario via cromatografia
en columna abierta, empleando gel de silice (818 g) como adsorbente y como eluyentes hexano,
hexano-CH,Cl: (diversas proporciones), CH;Cl; y CH:Cl:-MeOH (diversas proporciones). Se
obtuvieron 272 fracciones de 200 mL cada una. El andlisis cromatografico en capa delgada de las
mismas condujo a su agrupamiento en 13 fracciones primarias (Cuadro 10).

De la fraccion primaria F2 precipitd espontancamente un sélido amorfo rojo ladrillo (49.7 mg)

con un punto de fusion de 183-184 °C. Este compuesto se identificé como el B-caroteno (9).



Parte experimental

De la fraccién F3 precipité un sélido cristalino amarillo, el cual se purificé por sucesivas

recristalizaciones de CH»Cl, para generar 456.2 mg de euparina (10) bajo la forma de finas agujas
cristalinas con un punto de fusion de 121-122 °C.

Por 1altimo de la fracciéon F5 precipité un sélido cristalino blanco (141.7 mg), identificado como

c el [i-sitosxerol -

Cuadro 10. Fraccionamiento primario de las partes aéreas de la especie fofmeisteria schaffneri,

mediante cromatografia en columna abierta.

Fracciones Sistema de Proporcién Fracciones Clave
clucién (Yo) reunidas
1-48 Hex-CH,Cl; 50:50 1-2 Fl1
49-65 Hex-CH,ClI, 40:60 3-7 F2
66-111 Hex-CH,Cl, 30:70 8-14 F3
112-120 Hex-CH,Cl; 20:80 15-29 F4
121-131 Hex-CH,Cl, 10:90 30-67 F5
132-145 CHCl> 100 68-149 Fé6
146-159 CH,;Cl;-MeOH 99:1 150-173 F7
160-186 CH:Cl;-MeOH 98:2 174-192 F8
187-198 CH:C1;-McOH 97:3 193-203 F9
199-214 CH,Cl2-McOH 96:4 204-243 Flo
215-229 CH:C1;-McOH 95:5 244-253 Fl11
230-244 CH,Cl2-MeOH 90:10 254-259 Fl12
245-250 CH:C1;-MeOH 80:20 260-272 F13
251-261 CH,Cl2-MeOH 70:30
262-266 CH:Cl;-MeOH 60:40
267-272 CH:Cl,-MecOH 50:50
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5. RESULTADOS Y DISCUSION.

5.1. SELECCION DE LAS ESPECIES Alvaradoa amorphoides Y Hofmeisteria schaffneri COMO
CANDIDATOS APROPIADOS PARA LA OBTENCION DE PRINCIPIOS
ANTIBACTERIANOS.

La seleccién primaria de las especies Alvaradoa amorphoides y Hofmeisteria schaffneri se
rcalizd de acuerdo con ¢l criterio etnomédico. uno de los criterios mas importantes para seleccionar las
matcrias primas destinadas al descubrimiento de sustancias bioldgicamente activas (Farnsworth, 1991,
Fyhrquist et al.. 2002). Posteriormente, durante la realizaciéon de los cnsayos antimicrobianos
efectuados al inicio de esta investigacion, se establecié que los extractos crudos de estas especies
poseen propiedades antibacterianas.

Como ensayo biolOgico para detectar la actividad inicial de los extractos integros se utilizo el
método de difusién en agar y se emplcaron cepas de bacterias Gram positivas (Bacillus subtilis.
Staphylococcus aureus) y Gram negativas (Escherichia coli, Salmonella typhi y Pscudomonas
aeruginosa). En el caso de la especic Alvaradoa amorphoides se comprobd que ¢l extracto era activo
contra todos los microorganismos de prucba excepto S. aurcewus. Por otro lado, el extracto de la especie
Hofmeisteria schaffneri presentd actividad significativa contra dos bacterias Gram negativas,
Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa, presentando incluso una mayor actividad contra P.
aeruginosa que la demostrada por la Gentamicina (12 pg/disco). Los resultados correspondientes a los

dos extractos ensayados s¢ indican en el Cuadro 11.

5.2. AISLAMIENTO Y PURIFICACION DE LOS PRINCIPIOS ACTIVOS DE LA ESPECIE
Alvaradoa amorphoides.

La preparacion dcl cxtracto destinado a la separacién de los principio ib ianos de 4.
amorphoides se realizé mediante un proceso de maceracién utilizando una mezcla de CH,Cl>-MeOH
(1:1) como disolvente de extraccion. El extracto activo se fraccioné de manera preliminar mediante un

proceso de particion, utilizando CH,Cl;. AcOEL y MeOH acuoso (10%). Este proceso genero tres
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fracciones primarias (Esquema 1). Cada una de ellas se evalué utilizando la técnica de difusion en agar
encontrandose que la actividad antimicrobiana se concenlral_m en las fracciones FOO1 (CH:Cl;) y FOO2
(AcOE1) [Cuadro 12].

L.a fracciébn FOO1 rcsulté ser la’ mas aciiva de las fracciones primarias. Todos los
microorganismos utilizados fueron susccpubles a esta- fracciéon. En el caso de las bacterias Gram
positivas (Bacillus subtilis 'y Staphylocacr:us aureu.v) se obscrvé que la actividad Unicamente se

prescnlo a concenlramones mayores

500 pg/dlsco. Por otra parte, la fraccion F002 presentd

actividad - selectiva conlmv negauvus (Escherichia coli, Salmonella typhi y

Psed. aeruging 1 crcc:mlemo de S. ophl Gnicamente se afecté a la maxima

de E. coli. En general, en todos 1os casos s observo ue el efecto antibacteriano fue similar al del

control positivo.

Cuadro 11. Actividad antimicrobiana de los extractos de Al/varadoa amorphoides y Hofmeisteria

schaffneri. Los resultados representan los diametros promedio en mm de la zona de inhibicion + D.E.

Extracto S. aurcus B. subtilis S. wwphi E. coli P. aeruginosa
- Ampicilina Estreptomici Cl fenicol Cloranfenicol G ici
Controles positivos | 5\ u/disco 4 pp/disco 1.1 pp/disco 0.8 pg/disco 12 pg/disco
A. amorphoides N.A 20.50 21.70 .
1000 pg/disco . T +2.1 . *06
"Control positivo 22,
s e +2.8
A. amorphoides 20.00
I hf.A *+1.4
o “22000 7
. T x
20.
. oA £10
Control positivo . 20.50
= +0.7

N.A.= No activo
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Cuadro 11. Actividad antimicrobiana de los extractos de Alvaradoa amorphoides y Hofmeisteria

schaffneri. Los resultados representan los diametros promedio en mm de la zona de inhibicién + D.E.

(continuacion).
Extracto S. aureus B. subtilis S. oyphi E. coli P. aeruginosa
Controles positivos Ampicilina Estreptomici Cloranfenicol Cloranfenicol G ici
1.2 pp/disco 4 pp/disco 1.1 po/disco 0.8 pg/disco 12 ng/disco
H. schaffneri N.A N.A 2030 21.00 29.30
1000 pp/disco T T .x06 .*00 . *06
Control positivo . - 23.00 21.50 26.70
e X200 +07 )L
N.A 21.50 19.70 21.00 28.30
_ T +2.12 ~ T +06 e *15
- 25.50 25.30 25.70
e e e — - x0T - +1.1
H. schaffneri

'z
.

N.A.= No activo

Cuadro 12. Actividad antimicrobiana de las fracciones primarias del extracto de Alvaradoa

amorphoides. Los resultados representan los diimetros promedio en mm de la zona de inhibicion + D.E

S. aureus

B. subitilis

S. oyphi E. coli P. acruginosa
Controles positivos /\_:nplcil.ina Estreptomicina  Cloranfenicol Cloranfenicol G ici
1.2 pg/disco 4 pg/disco 1.1 pp/disco 0.8 pg/disco 12 pg/disco
F00) 21.00 20.50 23.30 21.70 26.00
1000 pg/disco  __ * 1.7 +*07 . .x06 Y *00
Control positivo 25.00 25.50 25.67 27.70
2 0.0 Lx07  *06 . _.x06
FOO1 21.00 20.50 20.70 2730
. S00 pg/disco_ F 14 0.7 + 06 x2
Control positivo 25.50 25.00 25.30 2730
e +0.7 _%0.0 _x06 +06
Fo0o1 21.00 26.70
__100 pg/disco NA- NA %14 + 1.1
Control positivo 26.00 T 26.70
- - + 0.0 +1.5

N.A.= No activo
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Cuadro 12, Actividad antimicrobiana de las fracciones primarias de Alvaradou amorphoides. Los

resultados representan los didmetros promedio en mm de la zona de inhibicién = D.E. (continuacién).

S. aureus B. sublilis S. typhi E. coli P. aeruginosa
c i - Ampicil'ina Estreptomicina Cloranfenicol Cloranfenicol G ici
ontroles positivos .2 pg/disco 4 pg/disco 1.1 pg/disco 0.8 pg/disco 12 pg/disco
Foo2 NA 20.50 23.00 32.30
1000 g/ o D 03 +1.0 +2.1
Control po 25.50 2230 24.70
PSR N - e 207 +0.6 F
Foo2 oA o i 2270 28.30
500 pg/disco ) NA NA +0.6 +0.6
Control positivo - 22.00 26.00
I e _.x10  +00
T Fooz T aa 2230 25.30
NAo NN A +0.6 1.1
21.70 25.30
- . +0.6 +06
21.33
N.A. To0.6 N.A.
o e 2233 _ "
[ e ST o = 3 %
Fo03 21.66
7 —N“A'—' N.A. +1.5 N.A.
Control positivo - o 22.66 —
o - [ e — — e SO VU — X 0'6
¥003 2233
100 pgrdisco _ NA NA NA- +15 NA
Control positivo 2233 —
— - - +0.6

NL.A. = No activo

Posteriormente, las fracciones activas FOO1 y F002 se sometieron a un fraccionamiento

secundario mediante cromatografia en columna abierta. Los r ltados de las eval i biologicas
indicaron que las fracciones secundarias FOO1-X, FOO01-XV, F002-11 y FO02-VI11 presentaron actividad

antimicrobiana. Estas fracciones sc someticron a diversos procedimientos cromatograficos (Secciéon
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experimental 4.4.), lo que permitié el aislamiento de cuatro antraquinonas [crisofanol (1), crisofaneina
(2), pulmatina (3) y fisciona (4)] y de dos esteroles [B-sitosterol (7) y B-D-glucositosterol (8)]. En el
Cuadro 13 se indican las estructuras de los compuestos aislados y sus rendimientos con base en el peso

seco del material vegetal.

Cuadro 13. Metabolitos secundarios aislados de la especie vegetal Alvaradoa amorphoides.

RENDIMIENTO*
COMPUESTO (%)

HO O OH

O‘O 3.1x107

CH3
o

Crisofanol (1)

H;
°HO L, C

OH
OH

HO ©o o HO

! I l 3.7x10™

CHy
o

Crisofancina (2)

HOH,C,

OH ™o o OH
I )

CH,
o

Pulmatina (3)

* Con referencia al peso seco de la planta.
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Cuadro 13. Metabolitos sccundarios aislados de la especie vegetal Alvaradoua amaorphoides

(continuacién).

COMPUESTO RENDIMIENTO*
o,

(%)

HO [] oH

I I

CH30 CH3
(o]
Fisciona (4)
1.8x102
HO'
B-sitosterol (7)
1.3x10?
HOHLC o o
m
oH

B-D-glucositosterol (8)

* Con referencia al peso seco de 1a planta,
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5.2.1. Caracterizacion de la fisci ).

La fisciona (4) se obtuvo como un sélido cristalino amarillo y soluble en CH;Clz. En el Cuadro
14 se indican sus constantes fisicas, espectroscopicas y espectrométricas.

E! espectro en el IR presenta bandas de absorciéon asociadas con el cardcter aromdtico de la
molécula y con la presencia de grupos carbonilo de quinona (~1630 cm'), ¢ hidroxilo (~3434 cm™').

El espectro de masas generado por la técnica de impacto electréonico de la quinona 4, presentd
un i6n molecular con una relaciéon masa carga (m/z) de 284 uma, el cual corresponde a la férmula
Ci16H120s.

Cuadro 14. Constantes fisicas, espectroscipicas y espectrométricas de la fisciona (4).

Fisciona (4)

CieH1,0s

Foérmula molecular
' “1982005C

T Punto de fusién

IR Vir. (KBr) cm™
EMIE m/z (int. rel.)
RMN-'H (CDC1,)

(Espectro 7) ;
|
i

1
!
RMN-"’C (CDCH,) ;

(Espectro 8) f

)

3334,2921.1630. 1567, 1479,
1386, 1325, 1227, 1162, 757.
284 [M](100), 255 (11), 241 (10),
213 (6), 185 (4), 128 (6).
12.32 (5. OH-I). 1312 (s, OH-8)
7.63 (d. J=1.5. H-5), 7.37 (d, J=2.7, H-4),
7.08 (q. H-7), 6.69 (d, J=2.4, H-2),
3.94 (s. OCH;-3). 2.45 (s. CH;-6).
190.79 (C-9). 182.03 (C-10), 166.54 (C-1).
165.18 (C-8), 162.49 (C-3), 148.44 (C-6),
135.30 (C-4a), 133.2 (C-10a), 124.50 (C-5).
121.28 (C-7). 113.70 (C-9a),
110.30 (C-8a), 110.26 (C-4). 106.76 (C-2).
56.08 (OCH;-3). 22.16 (CH,-6).
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El andlisis de los espectros de RMN del compuesto confirmé la presencia del nucleo 1,8-
dihidroxi-antraquinona (Kalidhar, 1989). Las caracteristicas mas relevantes de estos espectros se
indican a continuacioén:

o En 8¢ 190.79 y 182.03 se observan dos seiales atribuibles a los carbonilos de la porcién quinona

del nicleo base.

o En 8y 12.32 v 12,12 se observan sefales para dos hidroxilos quelatados. Ambas sefiales
desaparecen al equilibrar el espectro con D>O. La presencia de estas sefiales en el espectro de
RMN-'H es consistente con la ubicacién de hidroxilos en C-1 y C-8.

o En §; 2.45 se observa un singulete ancho atribuible a un metilo sobre anillo aromitico. Esta seiial
correlaciona en el espectro HETCOR con la absorcion en ¢ 22.16.

o En la region aromatica se aprecian dos conjuntos de seiiales. El primero aparece como un sistema
AB en &) 7.63 (d. J=1.5 Hz, H-5) y 7.08 (q, H-7). Estas seflales son asignables a dos hidrégenos
aromdticos mera relacionados, orto al grupo metilo en C-6. El segundo conjunto también
corresponde a un sistema AB en &y 7.37 (d, J=2.7 Hz) y &, 6.69 (d, J=2.4 Hz) y las seiiales son
atribuibles a H-4 y H-2, respectivamente.

o Por ultimo. en 8, 3.94 sc¢ aprecia una sefial caracteristica para un grupo metoxilo. Este singulete
correlaciona en ¢l espectro HETCOR con la sefial en 3¢ 56.08.

Con base en las cvidencias presentadas, el compuesto 4 se identifico como la fisciona. Cabe

destacar que este producto se describe por vez primera como constituyente de Alvaradoa amorphoides.

5.2.2. Caracterizacién del crisof; 1 (1), crisof: ina (2) y pul ina (3).

El crisofano! (1) se caracterizé por comparacion de sus cor fisi P oscopicas y
espectrométricas con aquellas de una muestra auténtica aislada de Rumex hymenosepalus (Guerrero

Analco y Martinez Luis, 2002), [Cuadro 15].

31



Resultados y Discusion

Cuadro 15. Constantes fisicas, espectroscépicas y espectrométricas del crisofanol (1).

Crisofanol (1)

Férmula molecular L C\sH 1604
Punto de fusién T T 200-201 °C
—
IR vieas (KB cm’! | 2920, 1628, 1567, 1375,

: 1271, 1161, 753

T 254 M (100), 237 (U 1), 226 (29),

: 197 (18), 152 (13), 127 (9), 115 (7)

i 1212 (s, OH-1), 12.01 (5. OH-8).

| 7.82 (dd. J=7.5, 1.2; H-5), 7.67 (dd, J=7.8, 7.8;
H-6), 7.65 (m, H-4),

x 7.30 (dd, J=8.4, 1.2; H-7),

i 7.10 (m, H-2), 2.47 (t, J=0.6 CH;-3)

i 192.5 (C-9), 182.0 (C-10), 162.7 (C-8),

2 162.4 (C-1), 149.3 (C-3), 136.9 (C-6),

|

|

!

,

EMIE m/z (int. rel.)

RMN-'H (CDCl)
(Espectro 1)

RMN-"C (CDCl;)

133.6 (C—4a), 133.3 (C-10a), 124.5 (C-7),
(Espectro 2)

124.4 (C-2), 121.4 (C-4),119.9 (C-5),
115.8 (C-8a), 113.7 (C-9*). 22.3 (CH»-3)

Las caracteristicas de solubilidad de los metabolitos 2 y 3, asi como la reaccién positiva frente
al reactivo de Molish permitié evidenciar la naturaleza glicosidica de los comp »s. El alisi

cromatogrifico de la fraccién acuosa obtenida de la hidrélisis acida (HCl IN) de ambos productos

permitié detectar a la glucosa como el unico azicar presente en las moléculas. Por otro lado, la porciéon

aglicona obtenida de la fraccion orgéanica resultd idéntica en todos sus aspectos al crisofanol. En

consecuencia los dos productos son glucdsidos del crisofanol.
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La principal diferencia entre los espectros de RMN de los compuestos 2 ¥ 3 se observoé en la
zona de los protones aromiticos. Esta observacion permitié inferir a priori que la glucosa se encuentra

unida en un caso en el hidroxilo en C-1 y, en el otro en el hidroxilo en C-8 (Cuadro 16).

Cuadro 16. Constantes fisicas, espectroscdpicas y espectrométricas de la crisofaneina (2) y la

pulmatina (3).

HOH;C,

Crisofaneina (2)

Pulmatina (3)

Férmula molecular
"' Punto de fusién
) ll’(”\i'-;-—-i(i\'Br) cm™!
FAB-MS m/z (int. rel)

; C2H200 CaH200
T 248-249 °C 332-234 °C
73350, 1600 B 3394,1633

416 (M1, 253 (100)

416 [M'1. 253 (100)

RMN-'H (DMSO)
(Espectro 3y 5)

12.83 (OH-8), 7.87 (dd, J=7.8, 2.4 Hz;
H-5), 7.84 (dd, J=7.4, 7.3 Hz; H-6),

| 7.69 (dd. J=7.1. 2.5 Hz: H-7),
7.50 (sa, H-4), 7.20 (sa, H-2),

5.17-3.35 (Glu), 2.42 (s, CH;-3)

12.83 (ON-1), 7-77 (t, /~8.4 Hz,
H-6), 7.74 (sa, H-4),
7.65 (dd, J=7.5, 1.5 Hz ; H-5),
7.53 (sa. H-2),
7.35 (dd. J=8.1, 1.2 Hz; H-7),
5.15-3.37 (Glu), 2.41 (s.CH;-3)

RMN-"*C (DMSO)
(Espectro 4y 6)

187.5 (C-9). 182.1 (C-10), 158.2 (C-8),
147.6 (C-1, C-3). 135.9 (C-6),
134.8 (C-10a), 132.2 (C-4a), 124.1 (C-2).
122.5 (C-7). 120.6 (C-8a).

120.5 (C-5), 119.4 (C-4), 114.8 (C-9a),
100.5-60.6 (Glu). 21.5 (CH,-3)

187.6 (C-9), 182.0 (C-10), 161.6
(C-8), 158.2(C-1), 147.2 (C-3),
136.0 (C-6), 134.4 (C-10a), 132.4
(C-4a). 124.2 (C-7), 122.8 (C-2),
120.6 (C-4). 118.3 (C-8a),
118.1 (C-5). 116.7 (C-9a),
100.6-60.6 (Glu), 21.7 (CH»-3)

(™
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La comparacion de los desplazamientos quimicos de los espectros de RMN de estos productos
con los descritos en la literatura para varios glucosidos del crisofanol permitio identificar a los

compuestos 2 y 3 como la crisofaneina y la pul i respecti XKubo ez al.. 1992).
Considerando que los P >s 1-3 predomi en los distintos gra del
de Alvaradoa amorphoides es altamente probable que estos sirvan como d para pruecbas de

identidad y/o composicién como parte de las prucbas de control de calidad de esta especic. A manera
de ejemplo en la Figura 5 se muestra un cromatograma del extracto vegetal, el crisofanol (1), la

crisofaneina (2) y la pulmatina (3), empleando como de elucién CH;ClL,-MeOH (90:10).

S
-

-
a ®) () (d)
Sistema de clucién: CH,ChL-MoOH (90:10)
Agente lador: Sulfato céri
(») E de la de Ah k phoid
(b) Crisofanol (1). Rf= 0.8
(c) Crisofancina (2) Rf=0.15
(d) Pulmatina (3) Rf=0.1S

Figura S. Cromatograma del extracto y compuestos 1, 2 y 3 de la especie Alvaradoa amorphoides.

Como se desprende del cr melerisofnnol(l)ysusglueésidossonloseonsﬁn:yemes
diagnésticos del extracto. :
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5.3. AISLAMIENTO Y PURIFICACION DE LOS PRINCIPIOS ACTIVOS DE LA ESPECIE
Hofmeisteria schaffneri.

La preparacién del extracto se realizé mediante un proceso de maceracién utilizando como
disolvente de extraccion una mezcla de CH2Cl,-MeOH (1:1). La metodologia experimental se indicé en
1a Seccion experimental, inciso 4.5.

Posteriormente, el extracto activo se fraccion6 de manera preliminar mediante una
cromatografia en columna abierta sobre gecl de silice. Este proceso generd 13 fracciones primarias
(Cuadro 10) y los compuestos B-sitosterol (7). 3-caroteno (9) y euparina (10) los cuales cristalizaron
espontineamente de la fracciones F-5, F-2 y F-3, respectivamente. En el Cuadro 17 se presentan las

estructuras de los metabolitos aislados y sus rendimientos.

Cuadro 17. Metabolitos secundarios aislados de la especie vegetal Hofmeisteria schafneri.

COMPUESTO RENDIMIENTO* (%)

8.8 x 107

B-sitosterol (7)

o. OoH
a 2.8x 1072

(=}

Euparina (9)

- TESIS CON
FALLA PE ORIGEN

e s S

3.1x10?
B-caroteno (10)

* Con referencia al peso seco de la planta.
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5.3.1. Caracteri ion del B-car 9)-

El fi-caroteno (9) se aislé como un sélido amorfo color rojo ladrillo, soluble en CHClx y con un
punto de fusiéon de 183-184 °C. Las caracteristicas fisicas, espectroscOpicas y espectrométricas se
presentan en el Cuadro 18,

Cuadro 18. Caracteristicas fisicas, espectroscopicas y espectrométricas del B-caroteno (9).

B-caroteno (9)
! CaoHsg
i 183-184 °C
" "2916, 2860, 1443, 964
536 [M“] (100), 444 (21), 268 (9), 209 (13),
: 157 (19), 119 (33), 69 (30), 55 (15)
6.03-6.69 (H-7/H-7°, H-8/H- 8", H-10/H-10°,
H-11/H-11", H-12/H-12°, H-14/H-14", H-15/H-15"),
RMN-'H (CDCly) 2.02 (m, H-4/H-4"), 1.97 (s. CH;-19/CH3-19°, CH;,-20/
(Espectro 9) CH,;-20°), 1.72 (s, CH;-18/CH;-18"),
: 1.62 (m, H-3/H-3"), 1.47 (m, H-2/H-2"),
! 1.03 (s. CH;-16/CH;-16", CHy-17/CH;-17")

IR ey (KBr) ™

EMIE m/z (int. rel.)

125.03-137.92 (C-7/C-7", C-8/C-8*, C-10/C-10",

RMN-SC (€DCly | C-11/C-117, C-12/C-12%, C-14/C-14°, C-15/C-157),
} 39.7 (C-2/C-2"), 33.1 (C-4/C-4"),

28.98 (CH;3-16/CH;3-16", CH3-17/CH3-17"),

21.77 (CH;-18/CH;-18"), 19.3 (C-3/C-3"),

12.79 (CH3-19/CH;-19°, CH;-20/CH;-20")

(Espcctro 10)
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Resuliados y Discusion

La féormula molecular del producto se estableci6é por espectrometria de masas de alta resolucién

como CioHse, observandose el ion molecular en una relacién m/z de 536 uma. Esta formula permite un

indice de deficiencia de hidrégenos de 13.

El espectro en el IR, presenta bandas de absorcién asociadas con la presencia de uniones C-H

alifaticos (2916, 2860, 1443 cm™) ¥ de una cadena olefinica (964 em™). El analisis conjunto de los

espectros de RMN-'H y RMN-'3C permiti6 cstablecer la naturaleza carotenoide del producto (Agarwal,
1998; Bjornland, et al., 1989; Farias, 1993; Michaud et al., 2000). Las caracteristicas mas relevantes de

los espectros de RMN se resumen a continuacién:

o

En 81y 1.03 se observa un singulete atribuible al gem dimetilo (CH3-16/CH3-16", CH;3-17/CHj;-
17°) de las posiciones 1 y 1° del nucleo carotenoide. La sefial del carbono correspondiente
aparece en 8¢ 28.98.

En 84y 1.72/8¢c 21.77 se observa la sefial correspondicnte a los metilos sobre doble ligadura
ubicados en las posiciones C-5 y C-5".

En 8n 1.97 se aprecia una seiial simple asignable a los metilos sobre doble ligadura ubicados en
la cadena isoprenoide. Esta seiial correlaciona en el espectro HETCOR con la sefial en 8¢ 12.79.
En la zona comprendida entre 85 1.4 y 2.1 se aprecian tres seiiales multiples en &, 1.47, 1.62 y
2.02 que se atribuyen a los hidrégenos H-2/H-2", H-3/H-3* y H-4/H-4", respectivamente. En el
espectro de RMN-'3C los carbonos correspondientes aparecen en 8¢ 39.66 (C-2/C-2%), 8¢ 19.27
(C-3/C-3") y 8¢ 33.12 (C-4/C-4").

Por ultimo, en los rangos & 6.1-6.7 y 8¢ 125.03-137.92 se observan un conjunto de seiiales
asociadas a los metinos de la cadena olefinica ubicada entre las dos unidades de ciclohexeno (H-
7/H-7", H-8/H-8", H-10/H-10", H-11/H-11", H-12/H-12", H14/H-14" y H-15/H-15").

La comparacion de las sefiales antes descritas con las de una seric de carotenoides previamente

descritos en la litcratura (Aldrich, 1992; Bjomland, er al., 1989) permitié identificar al compuesto

como el B-caroteno (9). Este compuesto es de gran importancia como precursor de la Vitamina A y por

sus propiedades colorantes y antioxidantes (Evans, 2002).
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5.3.2. Caracterizaciéon de la cuparina (10).

Dec la fraccidén primaria I3 se obtuvo a la euparina (10) bajo la forma de finas agujas amarillas.
En el Cuadro 19 se resumen sus constantcs fisicas, espectroscépicas y espectrométricas. Las evidencias
que permitieron establecer la estructura molecular del producto se describen a continuacion.

El espectro en el IR presenta una absorcidén intensa asociada con la presencia de grupos
aromadtico (~1466, 1374 cm™"), vinilico (~1650 cm™) y carbonilo de cetona conjugada (~1634 cm™").

El espectro de masas generado por la técnica de impacto electrénico presenta un ién molecular
cn una relacién m/z de 216 uma, el cual corresponde a la fé6rmula molecular de C13H 1203,

El analisis de los espectros de RMN confirmé la presencia de un nucleo benzofurano (De
Gutidérrez et al., 1995; Jia, A. y Zhao. Y. 1994) con un grupo isopropilidenc en C-2 y una metilcetona
en la posicién C-5. Las caracteristicas mas importantes de estos espectros se indican a continuacion:

o En 84 7.88 y 6.53 se aprecian sefiales asignables a los hidrégenos H-4 y H-7 del anillo aromaitico.
La apariencia de las sefiales es congruente con la disposicién para de ambos hidrégenos. En el
espectro de RMN-"3C las sefiales de los carbonos correspondientes se observan en 8¢ 123.45 y
102.36, respec_tivamente.

o En &u 6.9’3';5&: observa un singulete asignable al hidrégeno H-3. En el espectro de RMN-'>C este
niicleo se observa en 8¢ 99.37.

o En 81°5.18;

isopropilid no en C-2. Estas sefiales correlacionan en el espectro HETCOR con la absorcion cn

5.75 se observan dos seiiales multiples atribuibles a los hidrégenos del grupo

8¢l 173.6_5'.‘7L‘ahs ‘sefiales del metilo vinilico de esta misma unidad estructural se observan en 31 2.09
y 8¢ 19.16."

o En 5{. 2.67 se observa un singulete que correlaciona en el espectro HETCOR con la sefial en 8¢
26.74. Las absorciones antes descritas y la sefial de carbonilo en 8¢ 203.86 confirman la presencia

de una metilcetona en la molécula.

o

En &)1 12.51 se observa un singulete que desaparece al equilibrar la disolucion de la muestra con

D2O. Esta seiial indica la presencia de un hidroxilo quelatado en la molécula.

La disposicion relativa de los grupos metilcetona e hidroxilo en la porcién aromidtica del
-

benzofurano se determind con base en el despla qui de los hidrogenos aromaticos. De tal

forma que el desplazamiento a campo alto de uno de los hidrégenos aromaticos (H-7, 8u 6.53) es
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congruente con la ubicacién del hidroxilo quelatado en C-6. En consecuencia, la metilcetona debe estar
ubicada en la posicién C-5. De esta manera se forma un puente de hidrégeno entre €l grupo carbonilo y
el hidroxilo.

Cuadro 19. Constantes fisicas y espectroscopicas de la euparina (10).

1" 7

:O s OH
. N e
¥ )
o

Euparina (10)

Férmula molecular : C13H, ;O3
Punto de fusién 120-121°C
IR Ve (KB e’ 2945, 1786, 1633, 1466.

PR S,

EMIE m/z (int. rel.)

316 [M*] (96), 201 (100), 198 (9),
173 (21), 115 (9), 91 (4), 69 (1), 51 (3)

"1251 (s, OH), 7.88 (sa, H-4), 6.96 (s, H-3),
6.53 (sa, H-7), 5.75 (5, H-11). 5.18 (s, H-11"),

; 2.67 (s, H-14), 2.09 (s, H-12).
T 17T 7T203.86 (C-13), 161.53 (C-8), 159.60 (C-6),

157.84 (C-2), 132.08 (C-5), 123.45 (C-4),

i 121.84 (C-9). 116.78 (C-10). 113.65 (C-11),

102.36 (C-7), 99.37 (C-3), 26.74 (C-14),
19.16 (C-12).

RMN-'H (CDCl,)
(Espectro 11)

RMN-*C (CDCl;)
(Espectro 12)

Es importante mencionar que todos los datos esp Opicos se ran de acuerdo con los
descritos previamente en la literatura para la euparina (10) (De Guiiérrez, er al., 1995; Proksch, ef al..
1986: Siebertz, ¢f al., 1989).

Como resultado de este estudio se propone a la euparina (10) como un compuesto marcador
para la identificacién de la especie Hofmeisteria schaffneri. En todos los cromatogramas en capa
dclgada del extracto, la mancha correspondiente a este compuesto es la mas notable, A manera de

cjemplo. en la Figura 7 se muestra un cromatograma del extracto. Para la obtenciéon de éste se empled
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como fase movil una mezcla de hex-CHzCl; (5:95) y como agente revelador un reactivo a base de
sulfato cérico.

[O)) )

Sistema de clucién: Hex-CH;Cl; (5:95)
Agente lador: Sulfato céri

@) B de la cspecie Hofs ia schaffneri.
(b) Euparina (10) Rf=0.62

Figura 6. Cromatograma del extracto de la especie Hofmeisteria schaffreri y del compuesto 10.

S54. ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA DE LOS COMPUESTOS AISLADOS DE LAS
ESPECIES Alvarad phoides y Hofmeisteria schaffneri.

La actividad imicrobi de los P btenidos en el p estudio, se determind

mediante la técnica cualitativa de difusion en agar, utilizando Jos mismos microorganismos que para el
extracto original.

Para determi el ial imicrobi

P se midieron los halos de inhibicién de los

compuestos puros sobre el imi de los mi Cgani de pt y se p con los

halos de inhibicion ge dos por los ibioti plead les positivos. Los resultados
btenidos se en los Cuadros 20-23.




Cuadro 20. Actividad antimicrobiana de la crisofancina (2). Los resultados representan los didametros

promedio en mm de la zona de inhibicion + D.E.

S. aureus B. subtilis S. wyphi E. coli P. aeruginosa
Controles positivos Ampicilina Estreptomicina Cloranfenicol Cloranfenicol i
1.2 pg/disco 4 pg/disco 1.1 pg/disco 0.8 ng/disco 12 gﬂdlsco
Crisofaneina (2) 19.00 19.00 20.10 22.00 27.70
7_v‘__199_.lg/dl5!0 Y. ._.*o00 _*00 - 1 . *14 + 0.6
Control positivo 29.00 21.50 23.00 22.00 25.30
X0 %07 410 +14 +1.5
Crisofancina (2) 23.70 19.00 22.30 19.50 30.70
—_ AOpgMdisco  *ts 00  +15  +07 = +23
Control positivo 28.70 2200 23.70 21.50 23.30
X086 x4 20T +0.6
Crisofancina (2) N.A 19.00 20.00 22.00 29.70
Apgiseca NN v00 w00 128 €21
Control positivo . 21.00° 24.00 22350 25.00
+ 0.0 + 0.0 + 2.1 +2.0

N.A.= No activo

Cuadre 21. Actividad antimicrobiana de la pulmatina (3). Los resultados representan los didametros

promedio en mm de la zona de inhibicion + D.E.

8. aureus B. subtilis S. oyphi E. coli P. aeruginosa
Controles positivos A-:npm(l‘l.ma Estreptomici Cloranft nicol Cloranft ‘- Il G -. i
-2 pg/disco 4 pg/disco 1.1 pg/disco 0.8 pg/disco 12 pg/disco
Pulmatina (3) N.A 19.00 20.10 22.00 27.70
. 100 pg/disco .. *00 +1.0 *+14 +0.6
Control positivo 21.50 23.00 22.00 2530
R *0.7 +1.1 X099 000 +06
Pulmatina (3) 23.70 20.20 22.00 19.50 30.70
e 10 pg/disco  + 1S5 +06 +15 o *07 +2.3 -
Control positivo 28.70 22.00 23.70 21.50 23.30
X0 +1.4 06 +0.7 *0.6
Pulmatina (3) N.A 19.00 20.00 22.00 29.30
_1 pg/disco__ P .00 x15 +2.8 b5
Control positivo “21.80 24.00 232750 25.00
- +0.8 +0.6 2.1 +£2.0

N.A.= No activo
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Cuadro 22. Actividad antimicrobiana del B-caroteno (9). Los resultados representan los diametros

promedio en mm de la zona de inhibiciéon + D.E.

S. aurcus B. subtilis S. typhi E. coli P. aeruginosa
Control sitivos A'“Picn.i““ Estreptomicina Cloranfenicol Cloranfenicol Gentamicina
ontroles positi 1.2 pg/disco 4 ng/disco 1.1 pg/disco 0.8 pg/disco 12 pg/disco
B-caroteno (9) N.A 23.00 23.00 25.00
o M00pg/disco T 1T - +2.0 00 .
Control positivo 20.00 23.00 24.50
e T +00
B-caroteno (9) N.A 21.30
10 pg/disco N *+1.5
Control positivo - 20.30
_ Y Y S
B-caroteno (9) 22.30
N co A 15
Control positivo o v T o
- 1.1

N.A.= No activo

Cuadro 23. Actividad antimicrobiana de la euparina (10). Los resultados representan los diametros

promedio en mm de la zona de inhibicion + D.E.

S. aureus B. subitilis S. tvphi E. coli P. aeruginosa
. Ampicilina Estreptomicina Cloranfenicol ClI fenicol G icil
Controles positivos 1.2 pg/disco 4 pg/disco 1.1 pg/disco 0.8 pg/disco 12 pg/disco

Euparina (10) 21.70 22.00 30.70
100 yig/disco N.A. N-A. +0.6 +0.0 +23
Control positivo 22.30 21.30 24.30

- - + 0.6 + 0.6 +1.0
Euparina (10) N.A 20.70 21.30 26.00
10 pp/disco i + 0.6 + 1.1 +2.0
Control positivo 23.00 21.70 25.00
- - + 0.0 + 1.1 +1.0
Euparina (10) 19.70 21.00 25.00
e lpgdiseo A N-A *£06 __ +00 £00
Control positivo 23.00 20.50 24.30

+0.0 + 0.7 + 0.6

N.A.= No activo
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Los resultados obtenidos demostraron que los glucdsidos 2 y 3 presentaron actividad contra
todos los microorganismos de prueba, sin embargo, unicamente mostraron actividad significativa
contra las bacterias Gram negativas.. También es importante destacar que presentaron una mayor
actividad que el control positivo (Gentamicina. 12 pg/disco) contra la bacteria Pseudomonas
aeruginosa.

Los compuestos 1 y 4 no se evaluaron debido a que la actividad antimicrobiana dc estos
productos naturales se encuentra bien documentado en la literatura cientifica (Hatano er al., 1999;
Manojlovic, er al., 1998).

Con respecto a los metabolitos aislados de la especie Hofineisteria schaffreri, el B-caroteno (9)
presenté actividad contra una bacteria Gram positiva (Bacillus subtilis) y tres Gram negativas
(Salmonella ryphi. Escherichia coli y Pyeudomonas aeruginosa). Por otra parte, la euparina (10) mostrdé
actividad tnicamente contra las bacterias Gram negativas (Salmonella typhi, Escherichia coli y
Pseudomonas aeruginosa) de manera similar al control positivo. Es importante mencionar que la
cuparina (10) ha sido objeto de cstudios previos (Castaiieda, e al.. 1996; Proksch y Rodriguez, 1983;
Mitsakos er al.. 1986), destacindose su actividad fitoidxica contra Amaranthus hypochondriacus y
Echinochloa crusgalli. Ademds este compucesto inhibe ¢l metabolismo energético vegetal afectando
tanto ¢l proceso de la fotosintesis como la respiracion durante el proceso de germinacion (Castaiieda, et
al.. 1998).

Finalmente, los resultados presentados justifican el uso de cstas especies en la medicina

tradicional de México para el tratamiento de desordenes gastrointestinales y para sanar las heridas,
entre otras.
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R
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6. RESUMEN Y CONCLUSIONES

Los resultados del presente trabajo de tesis demuestran que la seleccion de especies vegetales
con base en el criterio etnomédico permite la obtencion de productos naturales con actividades
biolégicas. )

El estudio fitoquimico biodirigido de la especie Alvaradoa amorphoides permitioé el aislamiento
de seis metabolitos secundarios, caracterizados como crisofanol (1), crisofaneina (2). pulmatina
(3) fisciona (4), B-sitosterol (7) y B-D-glucositosterol (8). Cabe mencionar, que este trabajo
constituye la primera descripcion de la fisciona (4) en la especie.

El crisofanol (1), la crisofaneina (2) y la pulmatina (3) constituyen compuestos marcadores
potenciales para el control de calidad de la especie Alvaradoa amorphoides.

Los glicésidos 2 y 3 inhibicron de manera significativa el crecimiento de las bacterias

Salmonella yphi, Escherichia coli y Pseudo aerugil La mayor potencia

antimicrobiana se observo contra Pseudomonas acruginosa. Este hallazgo es de gran
importancia porque la mayoria de los metabolitos secundarios presentan una actividad
considerable contra bacterias Gram positivas pero no contra Gram negativas, lo que parece
indicar que los compuestos inhiben las protecinas resistentes a los farmacos.

El estudio preliminar de la especie Hofmeisteria .vchqﬁncri permitié ¢l aislamiento y
caracterizacion de B-sitosterol (7). B-caroteno (9) y euparina (10). Cabe destacar, quc cste
trabajo constituye el primer estudio quimico y biolégico de la especie. La euparina (10) parece
ser el compucesto marcador de esta especie. por Jo tanto seri de utilidad para el establecimiento
de las pruebas de identidad de esta planta durante 1a realizacién de 1a monografia farmacopeica
correspondiente.

Los metabolitos secundarios 9 y 10 también inhibicron el crecimiento de las bacterias Gram
negativas: Salmonella typhi, Escherichia coli 'y Pseudomonas acruginosa. De manera adicional,
el B-caroteno (9) inhibié el crecimiento de Bacillus subtilis. Aparentemente las propiedades
antimicrobianas del B-caroteno (9) no se han descrito.

Este trabajo constituye una aportacion al conocimiento de 1a flora medicinal de México y al

campo de los productos naturales bioactivos.
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Espectro 2, Espectro de RMN-VC del crisofanol (1), [75.5 MHz, CDCLy).
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Espectro 3, Espectro de RMN-'H de la crisofaneina (2) [300 MHz, DMSO].
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Espectro 4. Espectro de RMN-"C de la crisofaneina (2) [75.5 MHz, DMSO].
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Espectro 5. Espectro de RMN-'H de la pulmatina (3), [300MHz, DMSO).
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Espectro 6. Espectro de RMN-VC de Ia pulmatina (3) {75.5 MHz, DMSO].
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Espectro 7, Espectro de RMN-'H de Ia fisciona (4), {300 MHz, CDCl,}.
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Espectro 8, Espectro de RMN-VC de la fisciona (4), [75.5MHz, CDC1,].
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Espectro 9. Espectro de RMN-'H del beta-caroteno (9), [300 MHz, CDCly).
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