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RESUMEN

Se realizo la determinacion de la actividad antibacteriana del extracto metanolico de las hojas de
Bocconia frutescens L (Papaveraceae), especie conocida como “gordolobo de campo™ y que es
apreciada por sus propiedades medicinales, para aliviar molestias respiratorias, gastrointestinales
y problemas de la piel.

Las hojas de la planta se recolectaron en el estado de Hidalgo, y después de ser sometidas a las
operaciones de secado y molienda se extrajeron via maceracion con metanol. El extracto
metanolico resultante fue fraccionado mediante repartos sucesivos entre metanol acuoso al 10% y
diclorometano. Las fracciones resultantes se separaron y purificaron mediante métodos
cromatograficos de columna abierta. A todos los productos fitoquimicos derivados de las hojas de
B. frutescens se les determiné su actividad antibacteriana contra seis cepas de bactenas: £. coli,
Salmonella sp, Shigella flexneri, Sh. sonnei, Vibrio cholerae y Pseudomonas aeruginosa.

Se encontro que el extracto metanolico (8mg/mL), fracciones FD (8 mg/mL), FA (8 mg/mL), FD-
5 (0.4 mg/mL), FD-6 (0.4 mg/mL), FA2 (0.4 mg/mL), FA2-4 (0.4 mg/mL) y el compuesto BF-1
(0.2 mg/mL) presentaron la mejor actividad con porcentajes de inhibicion mayor al 50%. La
actividad de las fracciones FD-5 (0.4 mg/mL), FD-6 (0.4 mg/mL), FA2 (0.4 mg/mL), FA2-4 (0.4
mg/mL) y el compuesto BF-1(0.2 mg/mL) fue superior a la actividad del cloranfenicol (8mg/mL)

y trimetroprim (8 mg/mL), empleados como controles positivos.



I. INTRODUCCION
En México atn cuando la medicina alopata se ocupa del 40% de todos los servicios de salud, la
medicina tradicional juega un papel muy importante. Se considera que cerca del 25% de nuestra
poblacion, alrededor de 25 millones de personas, dependen del uso de las plantas medicinales
como uno de los recursos mas importantes para prevenir, tratar o curar sus enfermedades. Por lo
que es importante el estudio multidisciplinario de nuestra flora medicinal y de esta forma
sustentar las propiedades medicinales que se les atribuyen y adicionalmente con ello tener una
fuente potencial de fitofarmacos utiles en la terapéutica de nuestras enfermedades (Hernandez er
al., 2003; Silva et al., 1999).
En este sentido la medicina tradicional mexicana usa una gran variedad de plantas medicinales
para el tratamiento de trastornos gastrointestinales, como la disenteria (B. frutescens, Stenocereus
stellatus y Bunchosia biocellata) y la diarrea (B. frutescens, Lippia graveolens y Psidium
guajava). Esta ultima es una de las causas mas importantes de decesos en la poblacion infantil de
las areas rurales (Ross, 1999; Pascual et al.,, 2001; Hernandez et al., 2003; INEGI, 1999).
A pesar de que la medicinal tradicional es la primera alternativa para prevenir y curar una
variedad de desordenes como son la disenteria y la diarrea, en México son pocos los
conocimientos quimicos y farmacologicos acerca de este recurso. Ademas, de que algunos
farmacos indicados en la terapia antimicrobiana son de uso limitado por sus efectos secundarios,
la resistencia de algunos enteropatogenos y/o no son disponibles localmente (Hernandez et al.,
2003; Park et al., 2003; Longanga et al., 2000).
En la actualidad se tiene un gran interés por los agentes antibacterianos de origen vegetal. en este

contexto el estudio quimico y farmacologico de las plantas medicinales es parte de las estrategias



importantes en la bisqueda de fuentes potenciales de agentes antibacterianos (Contreras y Mier,
1986, Mitscher et al., 1987; Rios et al., 1988; Vanden y Vlietinck, 1991).

Es de hacer mencion que el estudio cientitfico de las plantas medicinales en el mundo, ha
experimentado avances importantes, que han conducido a la obtencion de compuestos de origen
vegetal farmacéuticamente importantes (SS, 1993). Asi por ejemplo: la ergonovina 1 obtenida de
Claviceps purpurea se utiliza en el tratamiento de la hemorragia post-parto; la lobelina 2 aislada
de Lobelia inflata se usa para el tratamiento del asma, bronquitis cronica y como expectorante; la
nicotina 3 obtenida de Nicotiana tabacum se emplea como bloqueador ganglionar; la reserpina 4
de Rauwolfia serpentina es un agente antihipertensivo y un tranquilizante mayor; la elipticina §
aislada de Ochrosia elliptica es un agente antitumoral; la arecolina 6 obtenida de Areca catechu
se utiliza como antihelmintico de uso veterinario; la novobiocina 7 aislada de Streptomyces
niveus se usa como antibiotico; la rutina 8 aislada de Fagopyrum esculentum se usa para
disminuir la fragilidad capilar; la partenolida 9 obtenida de Tanacetum parthenium es un agente
antagonista de la serotonina 10 que se utiliza en la profilaxis de la migrana (Mitscher et al., 1987,

Mata, 2000) (Figura 1).

OH

Figura 1. Algunos compuestos con actividad biologica importante obtenidos a partir de plantas

medicinales en el mundo.
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Figura 1. Algunos compuestos con actividad biologica importante obtenidos a partir de plantas

medicinales en el mundo (continuacion).
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Figura 1. Algunos compuestos con actividad biolégica importante obtenidos a partir de plantas

medicinales en el mundo (continuacion).



I1. ANTECEDENTES

I1.1 GENERALIDADES DE BOCCONIA FRUTESCENS L.

Bocconia frutecens L. (sinonimias: B. glauca Salisb., B. pearcei Hutch., B. quercifolia Moench ,
B. sinuatifolia Stokes y B. subtomentosa L. "Herit. ex Stahl), es una planta perteneciente a la
familia Papaveraceae, y es conocida popularmente con los nombres de “gordolobo de campo,
gordolobo cimarron, cuatlataya, llora sangre, mano de leén y palo santo” (SEMARNAT, 2003;
2003a; FEUM, 2001).

La planta (Figura 2) es un arbusto de hasta 3 m de altura, tiene las hojas muy grandes y
divididas, con o sin vellos al reverso; las flores son purpurinas y estan en racimos, sus frutos son
pequenos de color verde azulosos, carnosos y puntiagudos, de tallo quebradizo que cuando
alguna de sus partes es cortada escurre un latex de color amarillento-anaranjado o rojizo (Argueta
etal., 1994).

El gordolobo de campo es originario de Centro y Sur América, crece en climas célidos,
semicalidos y templados; en la Republica Mexicana se localiza en: Hidalgo, Puebla, Michoacan,
Oaxaca, Tamaulipas, San Luis Potosi, Veracruz y Chiapas (Argueta et al., 1994; SEMARNAT,
2003: 2003a)

En las practicas médicas alternativas de México se usa la decoccion de las hojas del gordolobo
administradas por via oral o asadas y colocadas a manera de cataplasma para tratar afecciones
respiratorias (resfriado, tos-ferina, bronquitis, fatiga en el pecho, tuberculosis y la tos); se aplica
el latex directamente en la zona afectada para tratar problemas de la piel (tina, jiotes, escarlatina,
manchas en la piel, granos, verrugas y callos); se emplea la decoccion de la planta administrada

por via oral para tratar trastornos del aparato digestivo (disenteria, diarrea, dolor de estomago y



ulcera gastrica); se aconseja la infusién de la mezcla de gordolobo, mirto (Salvia elegans) y
hierba de perro (Solanum schlechtendaliaum) para tratar la hemorragia vaginal y en bafios
posparto; otros usos medicinales la indican en golpes, reumas, desnutricion, delgadez, anemia,
dolor de espalda, calentura, hemorroides, infecciones en el pene, como antiinflamatorio,
diaforético y antihipertensivo (Argueta et al., 1994; SEMARNAT, 2003; Caballero ef al., 2002;

SBM, 2001).

PLANTAS MEDICINALES DE MEXICO
HEARBARIO IMSS

Figura 2. Bocconia frutescens L.



Desde el punto de vista farmacologico, se han demostrado las propiedades antibactenanas in vitro
de los extractos cloroformico y metanolico de B. frutescens sobre Serratia lutea. Staphylococcus
aureus, S. epidermidis y V. cholerae (Pérez, 2000).

Desde el punto de vista fitoquimico, la planta ha sido objeto de dos estudios: el primer estudio se
realizé con las hojas de B. frutescens y permitio el aislamiento de los alcaloides columbamina 11,
coptisina 12, isocoripalmina 13, alocriptopina 14, protopina 15, sanguinarina 16 y queleritrina 17
(Argueta et al., 1994) (Figura 3). El segundo estudio fue conducido de manera biodirigida sobre
el extracto etanolico de la raiz de la planta; esta investigacion permitio la identificacion de,
quelirubina 18, marcapina 19 y sanguinarina 16, este tltimo compuesto fue el responsable de la
actividad inhibitoria al receptor angiotensina AT, (Caballero et al., 2002; Caballero et al., 2003)

(Figura 3).
OH
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Figura 3. Compuestos aislados de Bocconia frutescens L.
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Figura 3. Compuestos aislados de Bocconia frutescens L (continuacion).



11.2 GENERALIDADES SOBRE LA DIARREA

La diarrea es un sindrome clinico de etiologia diversa, que consiste en el aumento de la
proporcion de agua, electrolitos en las heces y el numero de las evacuaciones. En la diarrea hay
un desequilibrio entre la secrecion-absorcion de liquidos y electrolitos en el intestino, asi como
aumento del transito intestinal (Wyngaarden er al., 1992; Isselbacher et al., 1994).

La diarrea puede ser originada por causas infecciosas [virus (Rotavirus y virus Norwalk),
bacterias (enterobacterias como Salmonella sp, Shigella sp y Escherichia sp), parasitos
(Entamoeba histolytica y Giardia lamblia)], farmacologicas (por farmacos diuréticos o
antimicrobianos), alimentarias (por la ingestion de grandes cantidades de sorbitol o manitol) y
psicosomaticas (estrés) (Merck, 1999; Wyngaarden et al., 1992).

A nivel mundial las diarreas constituyen la mayor causa de morbilidad y mortalidad, superando
en areas rurales a enfermedades del corazon, cancer y enfermedades vasculares cerebrales. La
mayor morbilidad de enfermedades diarreicas e infecciosas entéricas ocurre en lactantes y
preescolares (Higuera et al., 1996).

En México las enfermedades infecciosas intestinales ocuparon hasta el ano 2000, el decimocuarto
lugar de mortalidad general con 5,208 defunciones anuales y una tasadel 5.18% por cada 100,000
habitantes, y el primer lugar de causas de mortalidad en edad preescolar con 689 defunciones
anuales y una tasa de 7.96% por cada 100,000 habitantes (SS, 2000).

Considerando que esta tesis esta enfocada al estudio de las propiedades antibacterianas de
Boconnia frutescens contra bacterias causantes de diarrea v/o disenteria a continuacion

mencionare algunos aspectos generales de estos microorganismos.
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La familia de las Enterobacteriaceas comprende los géneros Escherichia, Klebsiella, Enterobacte,
Citrobacter estos son lactosa negativa y Serratia, Proteus, Yersinia. Salmonella y Shigella son
lactosa negativa. Estos microorganismos son bacilos, gram negativos, sin agrupacion, no
esporulados, moviles (excepto Shigella, Klebsiella v Yersinia), y algunos géneros presentan
capsula como Enterobacter, Klebsiella y algunas cepas de Escherichia. Se caracterizan
bioquimicamente por su capacidad de reducir nitratos a nitritos y por utilizar glucosa y la
produccién de acido y/o gas. Las enterobacterias y pseudomonas crecen glecuadamente en agar
nutritivo, agar triple azucar-hierro (THA), agar sangre y agar chocolate. Sin embargo, los medios
mas empleados para su identificacion son: Mac Conkey, agar entérico de Hektoen (HE), en agar
eosina-azul de metileno (EMB), agar Salmonela-Shigella (S-S), por mencionar algunos (Jawetz,
et al., 1999; Zinsser, 1994; Salyers y Dixie, 1994).

Los organismos del género Salmonella producen generalmente H,S. Son microorganismos
facultativos intracelulares, viven principalmente en macrofagos del higado y bazo, que segun
Ewin se clasifican en tres especies: S. typhi, S. choleraesuis y S. enteritidis, los principales
agentes etiologicos de diarrea son los dos ultimos. S. choleraesuis también produce septicemia y
S. typhi causa fiebre entérica a la cual se le conoce como tifoidea, generalmente va acompanada
de diarrea leve con fiebre moderada (Zinsser, 1994; Jawetz et al., 1999; Salyers y Dixie, 1994;
Greenwood y Peutherer, 1997; Granados y Villaverde, 1997; Farmer er al., 1991; Murray et al.,
1995).

El género Shigella es H,S negativo. son microorganismos intracelulares que se reproduce en el
citoplasma, hay cuatro especies segun la clasiticacion basada en el antigeno “O”: Sh. dysenteriae,
Sh. flexneri, Sh. bovdii y Sh. sonnei las cuales ocasionan disenteria bacilar o shigelosis que
presentan diarrea acompanada de vomito y fiebre v con frecuencia se encuentra pus y sangre en

10



las heces (Zinsser: 1994; Jawetz et al., 1999; Salyers y Dixie, 1994; Greenwood y Peutherer,
1997; Granados y Villaverde, 1997; Farmer et al., 1991; Murray et al., 1995).

El género Escherichia es anaerobio facultativo, indol positivo, citrato negativo y ureasa negativo,
en el medio EMB sus colonias son verdes metalicas, lisas, circulares y convexas y en agar ENDO
algunas cepas producen colonias muciodes. En el medio Mac Conkey las colonias son rosas.
Diferentes cepas de E. coli tienen la capacidad de producir gran variedad de enfermedades; como
E. coli enterotoxigénica (ECET) causante de diarrea acuosa muy abundante, sin sangre ni moco
en nifos y turistas; £. coli enteropatogénica (ECEP) causante de diarreas persistentes en ninos; £.
coli enteroinvasiva (ECEI) que produce diarrea mucosanguinolenta en nifos; E. coli
enteroagregativa (ECEA) que causa diarrea mucopurulenta en nifos y adultos; E. coli
enterohemorragica (ECEH) que produce diarrea con sangre que antecede a colitis hemorragica,
falla renal aguda y purpura trombocitopénia, cuyo principal serotipo es el O157:H7 (Zinsser,
1994; Jawetz et al., 1999; Salyers y Dixie, 1994; Greenwood y Peutherer, 1997; Granados y
Villaverde, 1997; Farmer et al., 1991; Murray et al., 1995).

El género Vibrionaceae incluye mas de 30 especies, la mas comun es Vibrio cholerae esta es un
bacilo anaerobio facultativo, causante del colera, altamente movil con un flagelo polar, oxidasa
positivo, reduce nitratos a nitritos. Para incrementar y favorecer su aislamiento se recomienda el
empleo de caldos de enriquecimiento, los mas utilizados son el agua peptonada alcalina a pH 8.5
y el caldo triptisoya. Sin embargo, debido a la posibilidad de que la flora fecal saprofita dificulte
la deteccion de estos microorganismos y en especial para el aislamiento de V. cholerae, se
recomienda el empleo de medios selectivos como el medio tiosulfato-citrato-sales biliares-
sacarosa (TCBS) en este medio V. cholerae torma colonmas amarillas. en el medio telurito-
taurocolato-gelosa-agar (TTGA) crece formando colonias pequenas con un centro negro
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(Zinsser. 1994; -Jawetz et al., 1999; Salyers y Dixie, 1994; Greenwood y Peutherer, 1997;
Granados y Villaverde, 1997; Farmer et al., 1991; Murray et al., 1995).

El colera es una infeccion intestinal aguda, grave, que se caracteriza por la presencia de diarrea
acuosa abundante, vomitos, deshidratacion severa, acidosis y puede llevar a colapso circulatorio;
en los casos no tratados se produce la muerte en las primeras 24 horas (Higuera et al., 1996).

Las especies de Pseudomonas son bacilos, gram negativos semejantes a las enterobacterias pero
difieren de éstas ya que son aerobias estrictas. En el caso particular de P. aeruginosa es una
especie oportunista, se encuentra con regularidad en el medio hospitalario, tiene movilidad, es
oxidasa positiva, no fermenta carbohidratos, produce pigmentos que se difunden al medio como
piocianina o pioverdina que ayudan para la identificacion de esta especie, crece bien en todos los
medios de cultivo comunes, pero lo hacen mejor a temperaturas entre 30 y 37 °C, en el medio
agar sangre crece formando colonias convexas, planas con superficie rugosa, un medio selectivo
para esta especie es el bromuro de hexadecilmetilamonio (agar cetrimida), ademas presenta un
olor caracteristico como a “tortilla himeda”, esta especie en casos aislados a llegado a causar
diarrea severa en ninos que han sido objeto de transplantes de médula Osea, junto con otras
complicaciones en pacientes quemados o inmunodeprimidos (Zinsser, 1994; Jawetz et al., 1999;
Freeman. 1985; Lennete, 1982; Braude, 1984).

Aunque el tratamiento de la diarrea suele ser inespecifico, esta orientado en general a reducir el
malestar. las molestias de las evacuaciones frecuentes y el restablecimiento del equilibrio hidrico
y electrolitico, acompanada o no de algunos farmacos como: mezcla de trimetroprim (19)-
sulfametoxazol (20). amoxicilina (21), cefotaxima (22) o ceftriaxona (23). La duracion del
tratamiento dependera de la localizacion de la infeccion y las condiciones generales del paciente.
En el caso particular de P. aeruginosa se recomienda administrar una penicilina junto con un
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aminoglicosido como la gentamicina (24) (Figura 4) (Goodman et al., 1996; Higuera et al., 1996;

Zinsser, 1994; Jawetz et al., 1999).
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Figura 4. Algunos farmacos utilizados en el tratamiento de la diarrea de origen infeccioso.
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III. JUSTIFICACION
En México hay un gran nimero de especies vegetales usadas en las practicas médicas alternativas
las cuales carecen de estudios quimico y farmacologico que permitan sustentar sus propiedades

medicinales por lo que se propuso:

IV. OBJETIVO GENERAL
Realizar la determinacion de la actividad antibacteriana del extracto metanolico, fracciones y

compuestos puros obtenidos de las hojas de Bocconia frutescens L.

IV.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Obtener el extracto metandlico de las hojas de B. frutescens .
2. Fraccionar, separar y purificar el extracto metanoélico de las hojas de B. frutescens.
3. Determinar la actividad antibacteriana del extracto, fracciones y compuestos obtenidos de las

hojas de B. frutescens.



V.META
Contribuir al conocimiento de las propiedades farmacologicas y quimicas de las plantas

medicinales de México, en especial de B. frutescens.

VI. HIPOTESIS
Si las hojas de B. frutescens son utilizadas en las practicas médicas alternativas para tratar
trastornos del aparato digestivo que incluyen diarrea y disenteria, entonces su extracto y
productos derivados poseen propiedades antibacterianas contra agentes etiologicos causantes de

estos sintomas tales como: E.coli, Salmonella sp, Shigella sonnei, Sh. flexneri 'y V.cholerae.

16



VII. MATERIALES Y METODOS
VIL.I MATERIAL VEGETAL
El material vegetal (hojas) utilizado fue recolectado en la sierra de Tehuetlan. Hidalgo en el mes
de noviembre de 1998. La identificacion botanica fue realizada por la M. en C. Abigail Aguilar
Contreras y un ejemplar de referencia (Voucher 12618; Coleccion de Fernando Calzada) se

deposito en el Herbario IMSSM del Instituto Mexicano del Seguro Social.

VII.2 PREPARACION DEL EXTRACTO METANOLICO DE LAS HOJAS DE
B.FRUTESCENS

Las hojas (843 g) de B. frutescens, se secaron a temperatura ambiente y se molieron en un
molino Tor-Rey, posteriormente sé extrajeron via maceracion (3 veces por periodos de una
semana) utilizando metanol (3.6 L) como disolvente. A los extractos obtenidos se les elimino el
disolvente por destilacion a presion reducida para obtener 23 g de un residuo de color verde

oscuro al cual se le determino su actividad antibacteriana (Cuadro 6) (Esquema 1).

Hojas de B. frutescens

Maceracion (MeOH, 3.6 L)

Filtracion y concentracion

Extracto metanolico }

Actividad antibacteriana

Esquema 1. Obtencion del extracto metanolico de las hojas de B. frutescens.
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VIL.3 ENSAYO BIOLOGICO
El ensayo biologico usado para la determinacion de la actividad antibacteriana in vitro del
extracto, fracciones y compuestos puros se realizé siguiendo el bioensayo descrito por Gavan y

Barry (Lennette, 1985).

VIL.3.1 ENTEROBACTERIAS

Las cepas de bacterias empleadas fueron: Escherichia coli O157:H7, Shigella sonnei (2 cepas),
Sh. flexneri (2 cepas), Salmonella sp (2 cepas), Vibrio cholerae y dos cepas control E.coli ATCC
25922 y P. aeruginosa ATCC 27853. Las cepas se mantuvieron en refrigeracion en medio agar
Muller-Hinton (M-H) hasta su utilizacion. Las cepas son aislamientos clinicos de pacientes
pediatricos con diarrea y fueron proporcionadas por la UIM de Enfermedades Infecciosas y
Parasitarias, CMN SXXI, IMSS (Torres et al., 1995).

El inoculo de cada una de las cepas se sembrd en tubos de vidrio con agitacion constante que
contenian 10 mL de medio liquido Muller-Hinton a 37 °C por 4 horas, al término de este tiempo
las suspensiones bacterianas se ajustan con medio M-H a una transmitancia de 0.5 Mc Farland
que es equivalente a un inéculo de 10° UFC/mL. Alicuotas de 50uL de cada suspension se
transfirieron a los pozos de un replicador de Steers.

Las muestras (extracto, fracciones y compuestos puros) se disolvieron en dimetil sulfoxido
(DMSO, 100%), de la solucion resultante se transfirieron 200, 400, 800, 1600 pul a cuatro
matraces erlenmeyer de manera independiente y se ajustaron a un volumen de 20 mL con agar
M-H para obtener una concentracion final de 1, 2, 4. 8 mg/mL. respectivamente. Inmediatamente

las muestras se adicionan a cajas petri. En caso de ser necesario se realizan diluciones para
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obtener concentraciones de 0.4, 0.3, 0.2 y 0.1 mg/mL. Cada concentracion se ensayo por
duplicado y se repitio un minimo de tres veces.

Una vez que las muestras se solidificaron se inocularon con las suspensiones bacterianas
contenidas en el replicador Steers calibrado para sembrar 10* UFC. Las muestras se incubaron a
37 °C por 24 horas. Cada prueba incluyé cloranfenicol (Sigma) y trimetroprim (Sigma) como
controles positivos, un control (medio agar M-H, DMSO y bacterias) y un blanco (medio agar M-
H y bacterias). El % de inhibicion se determino midiendo directamente con una regla el halo de

crecimiento de las muestras problema comparando con el control.

VIL.4 ANALISIS CROMATOGRAFICO

La cromatografia en columna abierta se realizé sobre gel de silice, Kieselgel 60 Merck, (tamano
de particula 0.063-0.200 mm, 70-230 mesh ASTM). La cromatografia de filtracion por gel en
columna abierta se realizé sobre sephadex LH-20 (Pharmacia). Los analisis cromatograficos en
capa fina (CCF) tanto analiticos como preparativos se efectuaron siguiendo las técnicas
convencionales, utilizando placas de aluminio o vidrio recubiertas con gel de silice
(cromatofolios Merck, Alugram sil F250 6/UV), las placas preparativas se efectuaron siguiendo
las técnicas convencionales, utilizando placas de vidrio recubiertas con gel de silice (20 X 20 cm,
Silica gel 60 F»s4 , Merck), varios eluyentes y los agentes cromogenos que se indican en el

Cuadro 1.
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Cuadro 1. Agentes cromogenos utilizados en los analisis de cromatografia en capa fina.
Agente cromogeno | Composicion Referencta j
Sulfato cérico 12 g de sulfato cérico Stahl, 1969
22.2 mL de acido sulfirico
350 g de hielo r
Dragendorff Sol A. 3 g de nitrato basico | Wagner et al., 1984
I mL (23% HCI) |

5 mL de H,O
Sol B. 3 g de yoduro de potasio
5 mL de H,0
SmLdeA+5mLdeB

5 mL(de HCl al 12.5 %)

100 mL de H,O é
recién preparado '

Vainillina-Ac. 5% ac. sulftrico etanolico (sol. I) Wagner ¢t al.,1984
sulfarico 1% vainillina etanolica (sol.Il) l
10 mL [+ 5-10 mL II, calentar a 110°C |

de 5-10 min. |
|

Ninhidrina 30 mg de ninhidrina + 10 mL n-BuOH | Stahl, 1969
+ 0.3 mL &c. acético al 98%
recién preparada

NOTA. En todos los casos antes de revelar con el agente cromogeno se procedio a visualizar las placas con luz U.V.
con ayuda de una lampara modelo UV gL-58 a longitudes de 254 y 365 nm.

VILS FRACCIONAMIENTO MEDIANTE REPARTOS SUCESIVOS DEL EXTRACTO
METANOLICO DE LAS HOJAS DE B. FRUTESCENS

Una parte del extracto metanolico (22 g) se suspendié en metanol acuoso al 10% (10 mL) y
posteriormente se sometid a un fraccionamiento primario mediante repartos sucesivos con
CH>Cl, (150 mL X 3). Como resultado de este proceso se obtuvieron dos fracciones primarias: la
fraccion de diclorometano (FD, 15 g) y la fraccion acuosa (FA, 7 ¢) a las cuales se les determino

su actividad antibacteriana (Cuadro 6) (Esquema 2).



Extracto metanolico

(22 g)
Particion CH,Cl;:MeOH acuoso al 10%
(150 mL: 10 mL)
Fraccion Acuosa Fraccion CH,Cl;
(FA, 15 g) (FD,7 g)

Actividad antibacteriana de ambas
fracciones

Esquema 2. Fraccionamiento mediante repartos sucesivos del extracto metanolico de las hojas de

B. frutescens.

VIL.6 SEPARACION Y PURIFICACION DE LA FRACCION DE DICLOROMETANO
(FD)

La separacion de los compuestos de la fraccion de diclorometano (FD. 3g) se realizd por
cromatografia en columna abierta, empleando como fase estacionaria gel de silice (1146 g). Los
eluyentes empleados consistieron en mezclas de CHCIl;, AcOEt y McOH en diferentes
proporciones (Cuadro 2). Se obtuvieron un total de 111 fracciones de 200 ml. ¢/u. reunméndose
aquellas que mostraron similitudes cromatograficas v asi obtener nueve fracciones secundaras

[FD-1 (33.5 mg), FD-2 (26.9 mg), FD-3 (121.1 mg). FD-4 (112.9 mg). FD-3 (575.5 mg), FD-6
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(251.8 mg), FD-7 (2.073 g), FD-8 (312.5 mg) y FD-9 (6.357 g)] a las cuales se les determind su

actividad antibacteriana (Cuadro 7).

Cuadro 2. Resumen del fraccionamiento mediante cromatogratia en columna abierta de la
fraccion primaria FD.

Sistema Proporcion Fracciones Fracciones secundarias
CHCl, 100 1-40 FD-1/FD-4
CHCl;:AcOEt 95:5 41-81 FD-5/FD-7
CHCl;3:AcOEt 90:10 82-90 FD-8

AcOEt:MeOH 80:20 91-111 FD-9

La purificacion de los compuestos de las fracciones secundarias FD-5 y FD-6 se realizo
mediante cromatografia en capa fina preparativa (CCFP) (30 mg por placa), utilizando como fase
estacionaria gel de silice sobre placas de vidrio y como fase movil la mezcla de disolventes
Hexano:CH,Cl, (50:50) para FD-5 y Hexano:CHCIl; (20:80) para FD-6. Estas mismas fases
moviles se utilizaron para determinar los rfs. De la fraccion FD-5 se obtuvo un aceite (54.4 mg)
de color amarillo, al cual se le dio la clave BF-1. De la fraccion FD-6 se obtuvo un aceite (44 mg)

de color amarillo, al cual se le dio la clave BF-2.

VIL.7 SEPARACION Y PURIFICACION DE LA FRACCION ACUOSA (FA)

La separacion de los compuestos de la fraccion acuosa (FA 7 g) se realizé por cromatografia en
columna abierta, empleando como fase estacionaria sephadex LH-20 (5 ¢m X 20 c¢m). Los
eluyentes empleados consistieron en mezclas de disolventes MeOH:H-O en diferentes
proporciones (Cuadro 3). Se obtuvieron un total de 203 fracciones de 25 ml c¢/u. reuniéndose
aquellas que mostraron similitud cromatografica y asi obtener seis fracciones secundarias
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[FA1 (1mg), FA2 (5.046 g), FA3 (169.6 mg), FA4 (836.6 mg), FA5 (292 mg) v FAG6 (557 mg)] a

las cuales se les determino su actividad antibacteriana (Cuadro 8).

Cuadro 3. Resumen del fraccionamiento mediante cromatografia en columna abierta de la
fraccion primaria FA.

Sistema Proporcion Fracciones Fracciones secundarias
MeOH 100 1-46 FA1/FA3

MeOH:H,0 90:10 47-87 FA4

MeOH:H,O 80:20 88-111 FA4

MeOH:H,0 60:40 112-122 FA4

MeOH:H,0 50:50 123-132 FAS -
MeOH:HCOOH al N -
1% en agua 70:30 133-203 FA6 S

La separacion de la fraccion secundaria FA2 (5 g) se realizo por cromatografia en columna
abierta, empleando como fase estacionaria gel de silice (125 g). Los eluyentes empleados
consistieron en mezclas de AcOEt, MeOH y H,O en diferentes proporciones (Cuadro 4). Se
obtuvieron un total de 528 fracciones de 20 mL c/u, reuniéndose aquellas que mostraron
similitudes cromatograficas y asi obtener diez fracciones terciarias [FA2-1 (8 mg), FA2-2 (18
mg), FA2-3 (742.4 mg), FA2-4 (824.1 mg), FA2-5 (371.7 mg). FA2-6 (781.9 mg), FA2-7
(437.2mg), FA2-8 (158.1 mg), FA2-9 (521.3 mg) y FA2-10 (135.5 mg)] a las cuales se les

determino su actividad antibacteriana (Cuadro 9).



Cuadro 4. Resumen del fraccionamiento mediante cromatografia en columna abierta.de la
fraccion secundaria FA2.

Sistema Proporcion Fracciones Fracciones terciarias
AcOEt 100 1-45 FA2-1y FA2-2
AcOEt:MeOH 90 :10 46-87 FA2-3
AcOEt:MeOH 80 :20 88-201 FA2-4
AcOEt:MeOH 70 :30 202-256 FA2-5
AcOEt:MeOH 50 :40 257-313 FA2-6
AcOEt:MeOH :H,O | 50:40:5 314-374 FA2-7
AcOEt:MeOH :H,O | 50:40:10 375-443 FA2-8
AcOEt:MeOH :H,O | 50:40:20 444-485 FA2-9
AcOEt:MeOH:H,O | 50:40:30 486-528 FA2-10

La purificacion de los compuestos de la fraccion terciaria FA2-9 (450 mg) se realizo mediante
cromatografia en columna abierta, empleando como fase estacionaria gel de silice (50 g). Los
eluyentes utilizados consistieron en mezclas de AcOEt, MeOH y H,O en diferentes proporciones
(Cuadro 5). Se obtuvieron un total de 182 fracciones de 10 mL c/u, reuniéndose aquellas que
mostraron similitudes cromatograficas y asi obtener nueve fracciones cuaternarias [FA2-9-1 (2.5
mg), FA2-9-2 (39.6 mg), FA2-9-3 (13.2 mg), FA2-9-4 (22.4 mg), FA2-9-5 (40 mg). FA2-9-6
(12 mg), FA2-9-7 (87.2 mg), FA2-9-8 (9.8 mg) y FA2-9-9 ( 25.4 mg)]. De la fraccion FA2-9-5
se obtuvo un residuo (40 mg) de color amarillo, al cual se le dio la clave BF-3. De la fraccion
FA2-9-7 se obtuvo un residuo (87.2 mg) de color rojo. al cual se le dio la clave BF-4. El sistema
de la fase movil de ambos compuestos usado para determinar los rfs fue AcOEt:MeOH:H-O

(50:40:30).
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Cuadro 5. Resumen del fraccionamiento mediante cromatogratia en columna abierta de la
fraccion terciaria FA2-9.

Sistema Proporcion Fracciones Fracciones cuaternarias
AcOEt:MeOH :H,0O | 50:40:5 1-33 FA2-9-1 y FA2-9-2
AcOEt:MeOH :H,O | 50:40:10 34-96 FA2-9-3/FA2-9-5
AcOEt:MeOH :H,O | 50:40:20 97-116 FA2-9-6
AcOEt:MeOH:H,O | 40:40:30 117-157 FA2-9-7 y FA2-9-8
AcOEt:MeOH: 50:40:30 158-182 FA2-9-9

HCOOH 1% en agua




VIII. RESULTADOS Y DISCUSION

La seleccion de B. frutescens como una fuente de productos antibacterianos. deriva de los
resultados obtenidos de la linea de investigacion permanente que se lleva a cabo en la Unidad de
Investigacion Médica de Farmacologia de Productos Naturales del IMSS, que tiene el proposito
de sustentar algunas de las propiedades medicinales que se le atribuye a nuestra flora medicinal
mexicana (Alanis et al., 2002).

A partir de las hojas secas, se preparé el extracto organico empleando como disolvente de
extraccion metanol. El extracto resultante se sometio a ensayo de actividad antibacteriana a la
concentracion de 8 mg/mL encontrandose porcentajes de inhibicion de 58.8, 100 y 52.6% contra
las bacterias Sh. flexneri-1, V. cholerae y P. aeruginosa, respectivamente. Contra las cepas
restantes su efecto fue menor o igual al 30.2% (Cuadro 6). Considerando que en algunos casos la
actividad antibacteriana mostrada por el extracto fue superior a la cloranfenicol. se procedio a su

fraccionamiento mediante repartos sucesivos entre metanol acuoso al 10% y diclorometano.

Cuadro 6. Resultados de la actividad antibacteriana del extracto y fracciones primarias (FD y

FA).
Muestra A B C D E F G H I J
Extracto MeOH [0.0 [6.1 |43 |58.8 - 130.2 |11.1 |[100 [243 |52.6
8 mg/mL
FD 259 [484 |(37.0 - - |25.6 (28.6 (375 60.0 |55.0
8 mg/mL | -
FA 51.8 [55.5 |444 - - 1395 [38.0 |18.7 48.0 [45.0
8 mg/mL _ o .
Cloranfenicol [10.0 (119 |255 [129 |88 5.4 0.0 1281 [146 [16.3
8mg/mL(H,0) ) S | S S— —
Trimetroprim {100 [51.7 [29.2 100 [100 [100 100 |100 100 | 100
8mg/mL(H-0) |' ' _ f

A= E.coli O157:H7. B= Shigella sonnei-1. C= Shigella sonnei-2. D= Shigella tlexneri-1,
E= Shigella flexneri-2. F= Salmonella sp.-1, G= Salmonella sp.-2. H= Vibrio cholerae.
I= E.coli ATCC 23922 v J= Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853

-- No se determino.



De la particion se obtuvieron las fracciones primarias FD y FA a las cuales se les determino su
efecto antibacteriano a la misma concentracion del extracto de ongen encontrandose que la
actividad de ambas fracciones fue mayor contra todas las cepas usadas excepto en ¢l caso de la
cepa V.cholerae donde el porcentaje de inhibicion disminuyo a 37.5 y 18.7%. respectivamente.
Tomando en consideracion que ambas fracciones primarias (FD y FA) resultaron activas se
decidio separar sus constituyentes individuales.

La fraccion primaria FD, se separo mediante CCA obteniéndose un total de nueve fracciones
secundarias (FD-1 a FD-9), las cuales fueron evaluadas a una concentracion de 400 i g/mL, de las
fracciones ensayadas, las fracciones secundarias FD-5 y FD-6 fueron las que tuvieron mayor
porcentaje de inhibicion contra todas las cepas de prueba, excepto en el caso de Sh. flexneri-2
donde las fracciones secundarias FD-3 y FD-9 fueron mas activas con un 63 y 100% de
inhibicion, respectivamente. Al comparar la actividad de las fracciones secundarias FD-5 y FD-6
contra la fraccion de origen (FD), estas resultaron ser mas activas contra todas las cepas. Estos
mismos resultados se observan con los farmacos antimicrobianos (Cuadro 7).

La purificacion de las fracciones secundarias FD-5 y FD-6 se realizo mediante CCFP y condujo
al aislamiento de dos compuestos BF-1 y BF-2, respectivamente. Los compuestos resultaron
solubles en cloroformo y dicloromentano, inmiscibles en agua vy al ser visualizados a la luz U.V a
la longitud de onda larga se observaron como manchas de color verde fluorescente, ambos
reaccionaron negativamente a los reactivos de Dragendorft y Ninhidrina. Para BF-1 el rf fue de
0.57 [Hexano:CH-Cl; (50:50)] y para BF-2 de 0.20 [Hexano:CHCl; (20:80)]. Las caracteristicas
mencionadas para los compuestos BF-1 y BF-2 permiten proponer que se tratan de hidrocarburos

aromaticos. Su evaluacion a 200 i g/mL (Cuadro 7) mostro que ambos compuestos tienen mayor



o0 igual actividad que sus fracciones de origen (FD-5 y FD-6) v que el clorantenicol, contra todas

las cepas probadas.

Cuadro 7. Resultados de la actividad antibacteriana de las fracciones FD y FD-3 a FD-9.

Muestra A B € D E P G H I J
FD 259 (484 |(37.0 -- — |25.6 |28.6 (375 |60.0 |55.0
8 mg/mL

FD-3 42.1 |36.7 |40.0 {379 (63.0 (333 (214 |22.6 [42.1 |4209
400 pg/mL 5

F D-4 36.8 |33.3 |30.0 [17.2 ([11.1 [20.0 (143 |22.6 |474 |429
400 pg/mL b

F D-5 474 |40.0 [50.0 |37.9 |40.7 |33.3 (28.6 |355 (474 (429
400 pg/mL | -

FD-6 47.8 (403 |45.0 [40.2 [43.3 |31.8 [26.7 |33.8 |46.1 |42.9
400 pg/mL | I l

F D-7 42.1 (233 |45.0 |379 |[33.3 [40.0 [35.7 [29.0 [42.1 |37.1
400 pg/mL _

F D-8 42.1 [233 |40.0 [245 |185 [20.0 |143 532.6 474 (314
400 pg/mL '

F D-9 42.1 |46.7 |30.0 (24.1 (100 |133 (28.6 |355 |36.8 |429
400 pg/mL

BF-1 45.2 (494 (315 |333 |-- 33.3 |333 |38.5 [333 |385
200 pg/mL

BF-2 17.8 [24.1 (315 |83 |- 16.7 |16.7 |23.1 |16.7 |38.5
200 pg/mL

Cloranfenicol [10.0 [11.9 |25.5 |129 |8.8 54 (0.0 [28.1 |14.6 |16.3
8mg/mL(H>0) I
Trimetroprim | 100 |51.7 |29.2 (100 [100 |[100 [100 100 [ 100 [100
8mg/mL(H,0) | B B

A= E.coli O157:H7. B= Shigella sonnei-1, C= Shigella sonnei-2, D= Shigella flexneri-1.
E= Shigella flexneri-2. F= Salmonella sp.-1, G= Salmonella sp.-2, H= Vibrio cholerac.
I= E.coli ATCC 25922 y J= Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853

- No se determino.

FD-1 v FD-2 no pudieron ser evaluadas por ser poca cantidad.



La fraccion primaria FA fue separada mediante CCA en sephadex LH-20 y obteniéndose seis
fracciones secundarias (FAl a FA6) que tueron evaluadas a una concentracion de 400 pg/mL

(Cuadro 8).

Cuadro 8. Resultados de la actividad antibacteriana de la fraccion FA y fracciones secundarias
de FA.

Muestra A B C D E E G H I J

FA 51.8 [55.5 [44.4 - -~ [39.5 |38.0 |18.7 |48.0 |45.0
8 mg/mL

F A2 33.3 (30.8 [28.6 |32.0 [35.2 |23.8 (469 |27.8 [33.6 [45.5
400 pg/mL

F A4 204 (0.0 1.8 272 (352 |[23.8 |292 |124 (203 |31.8
400 pg/mL

F AS - (3.8 1.8 |[41.7 (213 (143 |29.2 [124 (29.2 |18.2
400 pg/mL

F A6 33.3 [30.8 [24.1 |44.4 (444 |23.8 [469 |27.8 |33.6 |27.3
400 pg/mL

Cloranfenicol (10.0 [11.9 |25.5 (129 |88 (54 (0.0 (281 |146 |16.3
8mg/mL(H,0)

Trimetroprim | 100 [51.7 [29.2 |100 |100 |[100 |[100 [100 |100 |[100

8mg/mL(H,0)

A= E.coli O157:H7, B= Shigella sonnei-1, C= Shigella sonnei-2, D= Shigella flexneri-1,
E= Shigella flexneri-2, F= Salmonella sp.-1, G= Salmonella sp.-2, H= Vibrio cholerae,
I= E.coli ATCC 25922 v J= Pseudomonas aeuoginosa ATCC 27853.

-- No se determino. FA] y FA3 no pudieron ser evaluadas por ser poca cantidad.

De esta evaluacion las fracciones secundarias mas activas contra todas las cepas en estudio
fueron FA2 y FA6. Considerando que la actividad mostrada por ambas fracciones fue superior al
cloranfenicol y. que se disponia de cantidad suficiente de FA2 se procedio a la separacion de sus
constituyentes. Esta fue separada por CCA obteniéndose un total de diez fracciones terciarias

(FA2-1 a FA2-10). las cuales fueron evaluadas a una concentracion de 400 i g/mL (Cuadro 9).
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Cuadro 9. Resultados de la actividad antibacteriana de la fraccion FA, fraccion FA2 y fracciones
terciarias de FA2.

Muestra A B & D E F G H I J
FA 51.8 |555 |444 -- - |39.5 |38.0 |18.7 [48.0 |45.0
8 mg/mL

F A2 33.3 [30.8 |28.6 |32.0 [35.2 [23.8 [46.9 ([27.8 |33.6 |45.5
400 pg/mL

F A2-3 109 |11.4 |31.5 (83 - [16.7 [16.7 [23.1 |0.0 |[23.1
400 pg/mL

F A2-4 384 [36.7 |72.6 |58.3 - 1333 |33.3 |23.1 [16.7 |385
400 pg/mL

F A2-5 109 |5.1 17.8 |8.3 - 100 (0.0 [7.7 |00 |30.8
400 pg/mL

F A2-6 17.8 |5.1 24.7 |125.0 - [16.7 |[16.7 |23.1 |16.7 |30.8
400 pg/mL

F A2-7 178 [11.4 |11.0 |16.7 - 100 00 |77 0.0 |38.8
400 pg/mL

F A2-8 109 |(24.1 |[17.8 |11.7 - |16.7 |83 |7.7 |83 |23.1
400 pg/mL

F A2-9 41.6 0.0 |[4.1 0.0 - |00 |00 0.0 (0.0 [0.0
400 pg/mL

F A2-10 247 [114 [17.0 |16.7 - 0.0 (83 154 [16.7 |23.1
400 pg/mL

BF-3 17.8 |24.1 [17.8 |[16.7 - 10,0 [16.7 |7.7 (0.0 154
200 pg/mL

BF-4 109 |114 (4.1 0.0 - (0.0 (0.0 |[7.7 (0.0 |7.7
200 pg/mL

Cloranfenicol [10.0 [11.9 |255 [129 (88 (54 |0.0 ([28.1 (146 (163
8mg/mL(H,0)

Trimetroprim 100 |51.7 (29.2 |100 ([100 |[100 (100 (100 |100 {100
8mg/mL(H,0)

A= E.coli 0157:H7, B= Shigella sonnei-1, C= Shigella sonnei-2, D= Shigella flexneri-1,
E= Shigella flexneri-2, F= Salmonella sp.-1, G= Salmonella sp.-2, H= Vibrio cholerae,
I= E.coli ATCC 25922 v J= Pseudomonas aeuoginosa ATCC 27853.

-- No se determino. FA2-1 y FA2-2 no pudieron ser evaluadas por ser poca canudad.

De las ocho fracciones evaluadas la mas activa fue la FA2-4 mostrando mayor actividad que su
fraccion de origen (FA2) contra los aislados patdogenos, excepto en el caso de Salmonella sp-2 y

V. cholerae (Cuadro 9).



Considerando la complejidad cromatografica de las fracciones terciarias (FA2-3 a FA2-10) se
decidio a separar la fraccion FA2-9 mediante CCA obteniéndose nueve fracciones cuaternarias
(FA2-9-1 a FA2-9-9). De la fraccion FA2-9-5 se aislo el compuesto BF-3, el cual fue soluble en
metanol, con un rf de 0.25 [AcOEt:MeOH:H,0 (50:40:30)]. EI producto genero una coloracion
roja al revelar la CCF con ninhidrina y una reaccion negativa frente al reactivo de Dragendorff.
De la fraccion FA2-9-7 se aislo el compuesto BF-4, este fue soluble en metanol, con un rf de 0.2
[AcOEt:MeOH:H,0 (50:40:30)]. Este producto genero una coloracion roja al revelar la CCF con
ninhidrina y una reaccién positiva frente al reactivo de Dragendorff. Las caracteristicas antes
mencionadas para los compuesto BF-3 y BF-4 nos permite proponer que se tratan de alcaloides
(Wagner et al., 1984). La actividad determinada a 200 i g/mL, mostré que el compuesto BF-3 es
mas activo que el BF-4 contra todas las cepas estudiadas y ambos son mas activos que su
fraccion de origen (FA2-9).
La actividad superior mostrada por las fracciones FD y FA comparada con el extracto metanolico
de origen permite destacar ls siguiente consideracion:
a) La actividad antibacteriana superior de las fracciones FD y FA comparada con la del
cloranfenicol, farmaco que en su oportunidad fue el de eleccion para tratar las diarreas de
origen infeccioso, permite proponer que las fracciones antes mencionadas pueden

contener agentes antibacterianos.
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IX. CONCLUSIONES

El estudio fitoquimico biodirigido del extracto metandlico de las hojas de B. frutescens condujo
al aislamiento de los compuestos BF-1, BF-2, BF-3 y BF-4. Siendo el compuesto BF-1 el que
mostro mayor actividad.

La actividad del compuesto BF-1 fue superior a la del cloranfenicol y comparable a la de
trimetroprim.

La actividad antibacteriana contra algunos agentes causales de diarrea y disenteria que
presentaron el extracto, fracciones (FD, FA, FD-5, FD-6, FA2, FA2-4) y los compuestos (BF-1,
BF-2, BF-3 y BF-4) obtenidos de las hojas de B. frutescens sustenta su uso en las practicas

médicas tradicionales.
Los resultados obtenidos permiten concluir que el estudio de las plantas medicinales mexicanas

deben hacerse de manera multidisciplinaria y utilizando la estrategia fitoquimica biodirigida.

X. ACTIVIDADES FUTURAS

1. Realizar la purificacion de la fraccion FA2-4.

2. Caracterizar estructuralmente a los compuestos aislados.
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